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Resumen 
 
 
 
 
La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crónica del SNC que se 
caracteriza por la aparición de placas de desmielinización en la sustancia blanca y gris, 
inflamación parenquimatosa y perivascular, daño axonal y gliosis. Se piensa que es una 
enfermedad autoinmune pero la etiología es aún desconocida. Se conocen varios factores 
ambientales y genéticos implicados en su patogénesis como la presencia del haplotipo HLA-
DR2, la infección previa por el virus de Epstein Barr (VEB) o el tabaquismo. La forma más 
frecuente de la enfermedad es la forma remitente recurrente (EMRR) que cursa con 
episodios de discapacidad neurológica llamados brotes alternados con periodos de remisión 
clínica parcial o completa. La inflamación crónica y el daño axonal lleva a la acumulación de 
discapacidad y atrofia cerebral.  
El fingolimod es uno de los 13 fármacos comercializados actualmente como 
tratamientos modificadores de la enfermedad (TMEs) para la EM. El mecanismo de acción 
principal de fingolimod es la retención en los ganglios linfáticos de los linfocitos activados 
cuya salida del ganglio linfático depende de la señalización de la esfingosina 1 fosfato (S1P) 
y su receptor S1P1. A pesar de haber demostrado una eficacia en la disminución de los 
brotes, la aparición de nuevas lesiones en resonancia magnética (RM) y la acumulación de 
discapacidad, algunos pacientes no presentan una adecuada respuesta clínica durante el 
tratamiento con fingolimod.  
El objetivo de este trabajo es la búsqueda de un conjunto de biomarcadores que 
permitan la identificación precoz de pacientes respondedores y no respondedores a 
fingolimod con el fin de disminuir el riesgo de acumulación de discapacidad en aquellos con 
altas probabilidades de una respuesta subóptima acercándonos a una medicina 
personalizada. Para la consecución de este objetivo, se reclutaron 40 pacientes con 
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diagnóstico de EMRR que iban a comenzar tratamiento con fingolimod según la práctica 
clínica habitual y se siguieron durante 2 años con exploración neurológica semestral y RM 
anual determinando la respuesta al fingolimod. Se definió el grupo de pacientes 
respondedores como aquellos que alcanzaban los estados NEDA-3 (no evidence of disease 
activity) y NEDA-4 a 1 y 2 años. Adicionalmente, se obtuvieron muestras de sangre de estos 
pacientes antes del comienzo del tratamiento y a los 6 meses desde su inicio. También se 
obtuvieron muestras de pacientes con EM que no habían recibido aún ningún tratamiento 
(naïve) e individuos sanos que fueron usados como controles.  
Se caracterizaron 48 subpoblaciones linfocitarias B, T y NK en los 40 pacientes antes 
y después del tratamiento, así como en los grupos control mediante citometría de flujo. 
Mediante un análisis de regresión logística se determinó que los pacientes respondedores 
presentaban mayores porcentajes de células NK bright y plasmablastos pre-tratamiento que 
los no respondedores.  
Adicionalmente, se realizó la secuenciación del transcriptoma en las PBMCs de 10 
pacientes (5 respondedores y 5 no respondedores al fingolimod) mediante la tecnología de 
secuenciación masiva Next Generation Sequencing (NGS) o RNA-seq. Se realizó un análisis 
de expresión diferencial de genes entre los respondedores y no-respondedores y una 
validación de los resultados mediante la técnica de qPCR. A partir del análisis de expresión 
diferencial entre respondedores y no respondedores, se seleccionaron tres genes 
relacionados con la EM: FOXP3, GPI y FCRL1.   
Con estos 3 genes y los porcentajes de las 2 poblaciones de citometría (NK bright y 
plasmablastos) se construyó un modelo probabilístico lineal que mide la probabilidad de que 
ocurra una adecuada respuesta al tratamiento. El modelo fue testado en los 30 pacientes 
restantes, realizando las determinaciones de expresión génica mediante qPCR y 
comparando la predicción del modelo con la respuesta clínica real. La sensibilidad y el valor 
predictivo positivo del modelo fueron del 85% mientras que la especificidad y el valor 
predictivo negativo fue del 95%. Este modelo se propone entonces como una herramienta 
de predicción que debería ser testada en una cohorte independiente con un mayor número 
de pacientes con el objetivo de ser aplicada en la práctica clínica habitual.   
Además del objetivo principal de esta tesis sobre la predicción de la respuesta a 
tratamiento también se describen algunos mecanismos sobre el efecto del fingolimod en las 
células inmunitarias humanas in vivo como el efecto en la disminución de la diferenciación 
de células B, el efecto inductor de genes antioxidantes, la potenciación de la inmunidad 
innata y la producción de factores del complemento 
 
  
 
 
 
 
Abstract 
 
 
 
 
 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system 
(CNS) characterized by focal demyelinated plaques in the white and gray matter, perivascular 
and parenchymal inflammatory infiltrates, axonal damage and gliosis. MS is thought to be an 
autoimmune disease but the etiology is still unknown. Several environmental and genetic 
factors are known to be involved in the MS pathogenesis, such as the presence of the HLA-
DR2 haplotype, previous Epstein Barr virus (VEB) infection and smoking. The relapsing-
remitting multiple sclerosis (RRMS) is the most common variant of the disease, characterized 
by recurrent acute episodes of neurological disability (relapses) alternating with periods of 
partial or complete recovery. The chronic inflammation and axonal damage lead to 
accumulation of disability and brain atrophy.  
Fingolimod is one of the current drugs marketed as disease-modifying treatments 
(TMEs) for MS. The main mechanism of action of fingolimod is the retention of the activated 
lymphocytes into the lymph node by blockage of the signaling of sphingosine 1 phosphate 
(S1P) and its receptor S1P1. Although the efficacy of fingolimod has been widely proven by 
the decrease of relapses, reduce of new lesions in magnetic resonance imaging (MRI) and 
reduce accumulation of disability, some patients fail to respond to treatment.  
The aim of this work is to search for a set of biomarkers for the early identification of 
responders and non-responders to fingolimod in order to reduce the risk of disability in those 
with high probabilities of a suboptimal response, an approach to the personalized medicine. 
Forty patients with a diagnosis of RRMS who were going to start treatment with fingolimod 
according to the usual clinical practice were recruited and followed for 2 years. A biannual 
neurological examination and annual MRI was done and NEDA-3 and 4 statuses were 
calculed to assess the response to fingolimod. A responder patient was defined as who 
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achieved the NEDA-3 and 4 statuses at 2 years. Additionally, blood samples were obtained 
from the patients before and after 6 months of treatment. Samples were also obtained from 
naïve patients and healthy individuals which were used as controls.  
From the samples of patients and controls, forty-eight subpopulations of B, T and NK 
lymphocytes were characterized for all patients before and after treatment, as well as for the 
control groups. By logistic regression, it was determined that responder patients had higher 
baseline percentages of NK bright cells and plasmablast than non-responders. 
Additionally, transcriptome sequencing was performed in the PBMCs of 10 patients 
(5 responders and 5 non-responders to fingolimod) using the Next Generation Sequencing 
(NGS) technology also known as RNA-seq. Differential expression analysis between 
responder and non-responder patients was performed and validated by qPCR. 
From the baseline differential expression analysis between responder and non-
responder patients, three genes with a biological function related to MS were selected: 
FOXP3, GPI and FCRL1. With the 3 selected genes (FOXP3, GPI and FCRL1) and the 2 
selected sub-populations (NK bright and plasmablast), a linear probabilistic model was 
constructed to predict the response to treatment. The model was tested in the remaining 30 
patients, measuring the expression levels by qPCR and comparing the prediction of the 
model with the actual response. The sensitivity and positive predictive value of the model 
were 85% while the specificity and the negative predictive value was 95%. This model is then 
proposed as a predictive tool that should be tested in a much larger independent cohort with 
a view to being applied in routine clinical practice.  
In addition to the main objective of this thesis on the prediction of response to 
treatment some mechanisms are also described about the effect of fingolimod on human 
immune cells in vivo such as the effect on the decrease of B cell differentiation, the gene-
inducing effect antioxidants, the enhancement of innate immunity and the production of 
complement factors. 
 
  
 
 
 
 
Acrónimos y Abreviaturas 
 
 
 
 
 
ADAs  Anticuerpos neutralizantes Anti-Droga 
AEMPS  Agencia Española del medicamento y productos sanitarios 
APCs  Células presentadoras de antígenos  
APRIL  Ligando de inducción de la proliferación  
TAB  Tasa anualizada de brotes  
BAFF  Factor de activación de la célula B 
BHE  Barrera hematoencefálica 
BCR  Receptor del linfocito B 
BPF  Fracción parenquimatosa cerebral 
CEIC  Comité Ético de Investigación Clínica 
CIS  Síndrome clínico aislado 
CPD  Progresión confirmada de la discapacidad 
DAPI  4′,6-Diamino-2′-fenilindol  
GEDs  Genes expresados diferencialmente 
DIS  Diseminación en espacio 
DIT  Diseminación en tiempo 
DIR  Doble inversión recuperación 
TME  Tratamiento modificador de la enfermedad  
DTI  Imágenes de tensor de difusión 
EAE  Encefalitis alérgica experimental 
VEB  Virus de Epstein Barr 
EDA  Evidencia de actividad de la enfermedad (Evidence of disease activity) 
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EDSS  Escala del estado de discapacidad expandida de Kurtzke 
EM  Esclerosis múltiple 
EMA  Agencia Europea del medicamento 
EMPP  Esclerosis múltiple primaria progresiva 
EMRR  Esclerosis múltiple remitente-recurrente 
EMSP  Esclerosis múltiple secundariamente progresiva 
ES  Índice de enriquecimiento  
FCAs  Anticuerpos conjugados con fluorocromo 
FDR  Tasa de falso descubrimiento (False Discovery Rate)  
AG  Acetato de glatirámero 
Gd+  Lesiones en T1 que realzan con gadolinio 
GPI  Glucosa fosfato isomerasa (GPI) 
GSEA  Gene-set enrichment analysis  
GWAS  Genome-wide association studies 
HLA  Antígeno Leucocitario Humano    
IFN-β  Interferón beta 
IFN-β 1a  Interferón beta 1a 
IFN-β 1b  Interferón beta 1b 
IFN-γ  Interferón gamma 
KIR  Receptores de NK inmunoglobulina-like  
LCR  Líquido cefalorraquídeo 
LMP  Leucoencefalopatía multifocal progresiva 
LTα  Linfotoxina alfa  
MBP  Proteína básica de la mielina  
MHC  Complejo mayor de histocompatibilidad 
MIF  Factor inhibidor de migración de macrófagos 
MOG  Glicoproteína de la mielina de los oligodendrocitos  
MSE  Error cuadrático medio (Mean squared error) 
MTR  Transferencia de magnetización 
MRS  Espectroscopía por resonancia magnética 
NCBI  National Center for Biotechnology Information 
NCI  National Cancer Institute 
NEDA  No evidencia de actividad de la enfermedad (No evidence of disease activity) 
NES  Índice de enriquecimiento normalizado  
NGS  Next generation sequencing 
NTZ  Natalizumab 
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BOC  Bandas oligoclonales 
OMS  Organización mundial de la salud 
OPCs  Células progenitoras oligodendrogliales 
PBMCs  Células mononucleares de sangre periférica  
PBS  Buffer fosfato salino 
PCA  Análisis de componentes principales 
PLC  Complejo de carga de péptido 
PLP  Proteolípidos proteínicos  
PMA  Phorbol 12-myristate 13-acetate  
PVC  Porcentaje de pérdida de volumen cerebral anual 
qPCR  PCR cuantitativa 
RIS  Síndrome radiológico aislado 
RM  Resonancia magnética  
ROS  Especies reactivas de oxígeno 
RTEs  Células T vírgenes recientemente egresadas del timo  
S1P  Esfingosina-1-fosfato  
DE  Desviación estándar 
SIENA   Evaluación estructural de la imagen usando normalización de atrofia 
SIENAX  Evaluación estructural de la imagen usando normalización 
SNC  Sistema nervioso central 
T2-w  Nuevas lesiones hiperintensas en T2  
TCM  Célula T de memoria efectora 
TCR  Receptor de linfocito T 
TEM  Célula T de memoria central 
Tfh  Célula T folicular 
TGF-β  Factor de crecimiento transformante beta 
Tn  Célula T vírgen 
TNFRSF1A  Receptor del factor de necrosis tumoral 1A 
TNF-α  Factor de necrosis tumoral alfa 
VEGF  Factor de crecimiento endotelial vascular  
VPP  Valor predictivo positivo 
VPN  Valor predictivo negativo 
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1. Introducción 
 
 
 
 
1.1. Esclerosis múltiple: definición, historia, epidemiología, genética y etiología 
 
Definición 
La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante crónica de carácter 
autoinmune que afecta al sistema nervioso central (SNC)1 y se caracteriza por la aparición 
de áreas de desmielinización en sustancia blanca y gris2, infiltración de células inflamatorias 
en el parénquima, reacción glial y daño axonal3,4. Todos estos procesos se producen desde 
etapas tempranas de la enfermedad con la consecuente acumulación de discapacidad.  
A pesar de que la causa de la enfermedad sigue siendo desconocida, se ha 
determinado que sobre una susceptibilidad genética pueden sumarse factores epigenéticos 
(reordenamientos post-genómicos o mutaciones somáticas), infecciosos virales (Epstein-
Barr, varicela / zóster y HHV-6), nutricionales, climáticos y tóxicos y que la suma de uno o 
más factores de riesgo deriva en la pérdida de la homeostasis entre la respuesta inflamatoria 
y la auto-tolerancia inclinando la balanza hacia la autoinmunidad dirigida contra el SNC3. 
 
Historia 
Entre los años 1831 y 1842, Robert Carswell y Jean Cruveilhier presentaron en Londres y 
París respectivamente sus colecciones de material de autopsias en las que se mostraban 
por primera vez lesiones cerebrales en placas.  
Cruveilhier fue el primero en relacionar estas lesiones con hallazgos clínicos y lo 
llamó afección de la médula con paraplejía. A pesar de algunas preliminares descripciones 
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clínicas, hechas por Friedrich Theodor von Frerichs (1849), su pupilo Valentiner (1856), Carl 
Rokitansky (1857) y Eduard Rindfleisch (1863); no fue hasta 1865 cuando Jean-Martin 
Charcot realizó la primera descripción detallada de la enfermedad5. Esta descripción, válida 
hasta el día de hoy, incluía las lesiones tipo placas diseminadas en el tiempo y el espacio 
con predominio de afectación de la mielina, principalmente en nervio óptico, región 
periventricular y médula espinal y correlacionadas con las manifestaciones clínicas en 
períodos de agudización y remisión.  
El término “esclerosis en placas” fue dado por el colaborador de Charcot, Edmé Félix 
Alfred Vulpian el 6 de mayo de 18666 y el término “esclerosis múltiple” fue introducido en la 
literatura médica por Edward Seguin en 18785. Desde entonces, una serie de criterios 
clínicos han sido utilizados y actualizados periódicamente para realizar el diagnóstico de la 
enfermedad7. Con el paso del tiempo se han incorporado técnicas de resonancia magnética 
(RM) y análisis de líquido cefalorraquídeo (LCR) a los algoritmos diagnósticos que han 
permitido mejorar la sensibilidad y especificidad de los mismos hasta llegar a los actuales 
criterios de Mc Donald 20174.  
 
Epidemiología 
La edad de diagnóstico está entre los 20-40 años y es la primera causa de discapacidad no 
traumática en pacientes jóvenes, lo que supone un gran impacto en la calidad de vida, un 
elevado costo sanitario e importantes repercusiones sociales8. La EM afecta cerca de 
700.000 personas en Europa y 2.3 millones de personas en el mundo.  
La prevalencia de la enfermedad varía entre las distintas regiones encontrándose por 
encima de 100 casos por 100.000 habitantes en altas latitudes y por debajo de 5 casos por 
100.000 habitantes en las regiones cercanas al trópico9. La razón de este gradiente de latitud 
aún no está completamente entendida pero probablemente tenga que ver con factores 
genéticos y de higiene de las poblaciones y con factores ambientales como el aporte de 
vitamina D.  
La incidencia general de EM se calcula entre 6-10 casos por 100.000 habitantes/año.  
El mejoramiento del acceso a los sistemas sanitarios a nivel mundial y la actualización 
continua de los criterios diagnósticos han permitido un diagnóstico cada vez más temprano 
con impacto sobre la incidencia de la enfermedad. Se calcula un aumento anual de la 
incidencia de 0,064 por 100.000 habitantes/año. El género mayormente afectado es el 
femenino con una ratio de incidencia mujer:hombre de 3-4:1, la cual  ha venido aumentando 
con el tiempo durante los últimos 60 años desde 2:1 entre 1963-1940 hasta llegar a ser 3,2:1 
entre 1976-198010,11. El incremento en la ratio mujer: hombre indica la existencia de factores 
ambientales que influyen en la fisiopatología de la enfermedad y que han venido cambiando 
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en las últimas décadas como por ejemplo el control de la natalidad, el tabaquismo, una mayor 
edad al primer embarazo, la obesidad, etc. 
Al igual que en la incidencia, también se ha observado un aumento de la prevalencia 
de la EM en los últimos años, pero este hecho no acarrea necesariamente un aumento del 
riesgo de sufrir la enfermedad. El aumento de la prevalencia ha sido relacionado con el 
aumento de la expectativa de vida de la población general y con la mejora en los servicios 
sanitarios y los cuidados de la salud. 
Atendiendo a la cuestión de la implicación genética en el gradiente latitudinal, se ha 
sugerido que el origen de la enfermedad es el resultado de mutaciones en la población 
escandinava durante el primer milenio que se transmitieron a la descendencia durante las 
invasiones vikingas y las migraciones. Esta teoría explicaría la alta prevalencia en países 
cuyos pobladores son descendientes de escandinavos como Estados Unidos, Canadá, 
Islandia, las islas británicas, Australia y Nueva Zelanda9. La diseminación genética producida 
por las migraciones y la dinámica poblacional mundial habrían convertido a la EM en una 
enfermedad muy frecuente a nivel mundial con un gradiente de latitud evidente.  
 
Genética 
Existe evidencia inequívoca para afirmar que la susceptibilidad genética es un importante 
factor implicado en el desarrollo de la EM. El riesgo de padecer la enfermedad en la 
población general está entre 0.1 - 0.25%12 y aumenta a 2-5 % si se tiene un familiar de primer 
grado de consanguinidad afecto (padres o hermanos) y a 30% si ambos padres sufren la 
enfermedad según el estudio con mayor número de pacientes publicado al respecto que 
involucró a 15000 pacientes canadienses con EM y sus familias. La concordancia entre 
gemelos monocigotos es de 27% y dicigotos de 3.5% y hasta el 14 % de los gemelos 
monocigotos asintomáticos tienen lesiones en RM compatibles con desmielinización13. Sin 
embargo, después de los 29 años el riesgo se reduce a 2.5% y después de los 43 años a 
0.5%13. La posible transmisión del riesgo parece tener una relación con el sexo femenino.  
Se ha generado un gran interés por la búsqueda de los genes relacionados con la 
EM en los últimos años y los datos de asociación más consistentes que se han identificado 
corresponden al grupo de genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) 
localizado en el cromosoma 6p-21-23 y al que pertenecen los genes del Antígeno 
Leucocitario Humano (HLA). La región del MHC tipo I incluye los genes HLA-A, HLA-B, HLA-
C, HLA-E, HLA-F y HLA-G y la del tipo II incluye los genes HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-
DQ y HLA-DR. Dichas moléculas participan en la presentación antigénica a los linfocitos T 
CD4+ (MHC tipo II) y CD8+ (MHC tipo I). Esta región genética exhibe una altísima 
variabilidad en los humanos con un gran número de polimorfismos, lo cual permite la 
diferenciación entre individuos de acuerdo a su perfil de expresión de HLA. 
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Los alelos más frecuentes en pacientes con EM son HLA-DRB1*15:01, HLA-
DRB1*13:03, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-QA1*01:02 y HLA-DQB1*03:02. El 
haplotipo más frecuente encontrado en pacientes con EM es DRB*1501 - DQA1*0102 - 
DQB1*0602, definido serológicamente como DR15 y abreviado como HLA-DR2 o HLA-
DRB1. La presencia de este haplotipo aumenta el riesgo de padecer EM especialmente en 
las poblaciones donde este haplotipo es más frecuente como los caucásicos de ascendencia 
del norte de Europa14. También se ha visto una mayor concordancia de estas asociaciones 
entre gemelos monocigotos que dicigotos15. Por otro lado, la presencia de los alelos 
DRB1*15:03 y HLA-DRB1*17 se ha asociado a un aumento de la susceptibilidad en 
población afro-americana y canadiense respectivamente16. A partir de estudios 
epidemiológicos se ha podido establecer la relación entre la prevalencia de la EM y la 
presencia de los haplotipos de riesgo presentando un similar gradiente latitudinal.  
La rentabilidad de los estudios genéticos en busca de genes relacionados con la EM 
mejoró a partir de la llegada de los GWAS (genome-wide association study) que permitieron 
en análisis de un mayor número de genes. En el primer GWAS, publicado en 2007 por el 
Consorcio Internacional de genética de EM (International MS genetics consortium IMSGC), 
se describieron 49 asociaciones, la mayoría en los genes del HLA. Fuera del MHC, los genes 
más relevantes relacionados con la EM fueron: IL2RA (CD25), IL7R (CD127), EVI5 (sitio de 
integración viral ectópica 5) y KIAA0350 (CLEC16A)17. Posteriormente, se publicaron varios 
GWAS en diferentes países confirmando los hallazgos anteriores y describiendo nuevas 
asociaciones entre los SNPs de genes fuera del MHC y la EM, como el TNFRSF1A, IRF8, 
CD6, GPC5 e IL2A, EOMES, MLADA y THADA. En 2011 y 2013, el IMSGC publicó dos 
estudios realizados con 9972 y 14498 pacientes respectivamente en los Estados Unidos, 
Europa y Australia. De estos dos estudios, la lista de genes relacionados con la EM se amplió 
en más de 100. El último metanálisis de GWAS se publicó en 2017 con datos de 47,341 
pacientes con EM y 68,248 controles sanos y de los cuales se obtuvieron datos de asociación 
de la EM para 233 SNPs fuera del MHC, 1 variante en el cromosoma X y 32 asociaciones 
con variantes del MHC17. Un estudio publicado recientemente por el IMSGC con más de 
32000 pacientes en el que se incluyeron genes con una baja variabilidad (no detectables por 
los GWAS previos) determinó nuevos polimorfismos asociados (GALC, TYK2, PRF1, 
HDAC7, PRKRA, NLRP8) y concluyó que la heredabilidad atribuida a los SNPs en EM no 
supera el 20% de los casos (4% explicado por la variabilidad en genes del HLA) y que la 
heredabilidad atribuida a las variantes raras no es despreciable (5%)18. En la figura 1 se 
resumen los estudios GWAS realizados en orden de aparición.  
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Figura 1. Genes descritos en relación con la EM en orden de publicación 
Se observa de izquierda a derecha, en orden cronológico (1972-2018) de publicación, los genes que se han relacionado con 
la EM desde la era pre-GWAS hasta el último estudio realizado con 32000 pacientes con EM por el IMGSGC. 
 
Existen también datos de genes y variantes que se han denominado protectores por 
su correlación negativa con la EM. Tal es el caso del gen CD5819 y los haplotipos HLA-DR11, 
HLA-A * 02: 01, HLA-B*44:02, HLA-B * 38: 01 y HLA-B * 55: 0116,20. El HLA-B * 44: 02 se 
expresa con frecuencia en personas de ascendencia del norte de Europa, pero los 
portadores tienen una reducción del 46% en el riesgo de desarrollar EM.  
Los pacientes con EM presentan diferencias cuando se comparan con los controles 
sanos en genes relacionados con la presentación antigénica (HLA), receptores de citocinas 
(CD127) y mecanismos reguladores (CD25) de la respuesta inmune lo que les confiere una 
susceptibilidad a presentar procesos autoinmunes.   
 
Factores de riesgo ambientales  
Datos obtenidos de la dinámica poblacional migratoria han confirmado que individuos 
menores de 15 años que emigran de zonas de alto a bajo riesgo tienen menor probabilidad 
de desarrollar la enfermedad comparados con aquellos que emigran en edades más 
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tempranas. Este hallazgo sugiere que el componente ambiental tiene una implicación 
importante en el desarrollo de la EM15. Más de 40 factores ambientales han sido analizados 
en relación con el riesgo de EM en numerosos estudios21, dentro de los cuales se encuentran 
infecciones, vacunas, agentes tóxicos, agentes climatológicos y marcadores séricos.  
Dentro de las infecciones, de la que se dispone de mayor evidencia en relación con 
el riesgo de EM, es la infección por el virus de Epstein Barr (VEB). La hipótesis de la higiene 
sugiere que el contacto con el virus a una edad temprana reduce el riesgo de EM. Dicho 
contacto es casi del 90% a los 4 años en países tropicales y casi nulo en los individuos de 
países desarrollados antes de la adolescencia22. Está hipótesis podría explicar parcialmente 
el gradiente geográfico de la EM, aunque no está claro si las infecciones están directamente 
relacionadas con la fisiopatología de la EM o si son solo un reflejo del gradiente en la higiene 
y las desigualdades de salud entre las poblaciones. Un metaanálisis de varios estudios con 
diferentes metodologías de determinación del EBV confirmó que el 100% de los pacientes 
con EM son positivos para el virus, mientras que esta positividad es del 95 % en la población 
general. Este hallazgo convierte al EBV en una condición necesaria para el desarrollo de la 
enfermedad23.  
Hay indicios de que la gravedad de la infección tiene relación con el desarrollo de EM 
ya que se ha descrito que individuo que sufra una primo-infección por el VEB que resulte en 
mononucleosis infecciosa tiene de 2-3 veces más riesgo de EM que uno que curse de 
manera asintomática24. Así mismo, se han relacionado los títulos de anticuerpos contra la 
proteína nuclear 1 de VEB (EBNA1) en suero y LCR con el riesgo de EM25–28 y con una 
mayor actividad radiológica de la enfermedad29. Además, llinfocitos CD4 y CD8 con 
especificidad antigénica contra el VEB se han encontrado en niveles más altos en suero y 
LCR de pacientes con EM comparado con controles sanos30–32.  
Sin embargo, la presencia del VEB en las lesiones de EM en el SNC ha sido 
controvertida33–36 y esto se debe probablemente a la falta de unificación en las técnicas de 
anatomía patológica. Recientemente, se ha publicado el estudio con mayor número de 
muestras de anatomía patológica (101 pacientes y más de 1000 muestras de tejido) en el 
que se documentó la presencia del virus en el 90% en células B, microglía y astrocitos de 
los pacientes con EM y únicamente en una pequeña proporción de controles sanos37. 
La infección por VEB también interactúa con otros factores de riesgo en la EM: las 
mujeres con DRB1*15 y niveles más altos de antiEBNA-1 tienen un riesgo nueve veces 
mayor de EM en comparación con aquellas con niveles más bajos de EBNA-1 y presencia 
de DRB1*1538.  
El citomegalovirus humano (CMV) ha sido ampliamente estudiado como un posible 
agente etiológico en la EM. Está presente en el 60-100% de la población mundial como una 
infección latente. Se ha documentado la presencia de células CD8 + específicas de CMV en 
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lesiones de EM y la presencia de títulos más altos de IgG anti-CMV en el LCR de pacientes 
con EM con respecto a controles sanos39. Sin embargo, a diferencia del EBV, la 
seropositividad frente al CMV confiere una disminución en el riesgo de desarrollar EM y se 
relaciona  negativamente con la aparición de brotes y la carga lesional T2 en la RM39 en 
pacientes diagnosticados.  La infección parasitaria por algunas especies de helmintos y otros 
parásitos como Trypanosoma Cruzi y Paracoccidiodes se ha relacionado con la EM40. Sin 
embargo, no hay pruebas suficientes para inferir que el parasitismo, a pesar de su atractivo 
papel en la hipótesis de la higiene, pueda tener un impacto esencial en la epidemiología de 
la EM41 
Varias investigaciones han sugerido que la baja exposición a la luz ultravioleta y la 
consiguiente disminución de la síntesis de vitamina D en la piel, medida como 25-hidroxi-
vitamina D [25 (OH) D], es un importante factor de riesgo ambiental implicado en el inicio de 
la desmielinización a temprana edad42. De acuerdo a estos resultados, se ha demostrado 
una disminución del riesgo de EM en individuos con altos niveles de vitamina D en suero 
comparado con individuos con bajos niveles y se han propuesto diferentes puntos de corte 
para establecer un riesgo aumentado de EM21,43,44. En los pacientes con EM, los niveles 
bajos de vitamina D se han correlacionado con un mayor riesgo de brotes y con un mayor 
riesgo de discapacidad a largo plazo45. Un estudio prospectivo longitudinal demostró que las 
mujeres que toman un suplemento dietario con vitamina D con un contenido mayor de 400 
IU/d tienen un 40% menos riesgo de desarrollar EM46. Es un hecho que la radiación solar 
depende principalmente de la latitud y esto podría explicar parcialmente el gradiente 
geográfico de la incidencia de la EM en relación con la vitamina D. 
Múltiples estudios han demostrado también la relación entre el tabaquismo y el 
aumento del riesgo de EM47–51 que se estima en un 40 % con un efecto dosis respuesta entre 
20% para fumadores moderados y 60% para grandes fumadores22. El tabaquismo también 
se ha relacionado con una progresión más rápida de la enfermedad y con la conversión a la 
fase secundariamente progresiva22. La obesidad en edades tempranas de la vida y una 
ingesta de sal aumentada también han sido factores de riesgo relacionados con la EM en 
varios estudios52–54.  
Una revisión sistemática de metaanálisis publicada en 2015 valoró el peso estadístico 
de cada uno de los factores de riesgo ambientales de acuerdo al número de pacientes de 
los estudios y la metodología utilizada y encontró que los únicos 3 factores que cumplían los 
requisitos para ser considerados inequívocamente factores de riesgo son: la seropositividad 
en los anticuerpos contra el VEB tipo IgG, la mononucleosis infecciosa y el tabaquismo. 
Otros factores como la vitamina D, la ingesta de sal o la obesidad requieren más estudios 
para obtener la potencia estadística suficiente21. 
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Patología de le EM 
La característica patológica principal de la esclerosis múltiple (EM) es la presencia de 
múltiples áreas focales de desmielinización en el sistema nervioso central (SNC), 
denominadas placas o lesiones. Estas lesiones se localizan tanto en sustancia blanca como 
sustancia gris y no solo a nivel cortical sino también en tálamo, ganglios basales, hipotálamo, 
cerebelo y médula espinal.  
El daño tisular en la EM es el resultado de la interacción del sistema inmune, la glía 
(oligodendrocitos, astrocitos y microglía) y las neuronas que da lugar a los 4 procesos 
patológicos indiscutibles dentro de las lesiones: inflamación, desmielinización, pérdida 
axonal y gliosis reactiva4.   
Las lesiones en la EM van evolucionando cronológicamente desde placas activas 
(agudas y crónicas), pasando a convertirse en placas latentes y posteriormente inactivas. La 
evolución de las placas estará marcada por la progresiva disminución de la celularidad y la 
inflamación inicial con aumento de la pérdida oligodendroglial y axonal, así como de gliosis 
marcada y remielinización parcial55. 
Existe un alto grado de heterogeneidad en las lesiones en la EM entre pacientes 
(heterogeneidad interindividual) y con el tiempo o según el estadio de la enfermedad 
(heterogeneidad temporal)56. Una clasificación de las lesiones desmielinizantes agudas de 
la sustancia blanca en EM basada en los hallazgos inmunohistoquímicos fue propuesta por 
Lucchinetti en el año 2000 y define 4 patrones57. Los dos primeros sugieren un mecanismo 
desmielinizante inflamatorio mientras que los dos últimos son más compatibles con 
oligodendropatía.  
• Lesiones tipo I:  Presentes en aproximadamente el 15% de los pacientes con EM58. 
Muestran una desmielinización activa asociada a la presencia de infiltrado 
inflamatorio compuesto por células T efectoras y macrófagos/microglia activados. 
Son típicamente perivenulares y con una alta incidencia de remielinización.  
• Lesiones tipo II: Están presentes en el 58% de las autopsias realizadas a pacientes 
con esclerosis múltiple55. Presentan las mismas características que las encontradas 
en el patrón I pero con la presencia de depósito de inmunoglobulinas (principalmente 
IgG) y la activación del complemento (C9neo) en los sitios de destrucción activa de 
la mielina59.  
• Lesiones tipo III y IV: Están presentes en el 26 y 1% de los pacientes con EM 
respectivamente. La característica principal es el daño marcado de los 
oligodendrocitos. En el tipo III la muerte de los oligodendrocitos parece relacionada 
con apoptosis que genera desmielinización retrógrada y en el tipo IV con destrucción 
directa de la mielina por la acción tóxica de la inflamación. 
 
 
In
tro
du
cc
ió
n 
9 
 
La presencia de lesiones desmielinizantes corticales en un proceso independiente de 
la desmielinización de la sustancia blanca y se han descrito 3 tipos de lesión cortical en 
función de su ubicación: subpiales, intra-corticales y leuco-corticales siendo las lesiones 
subpiales, el tipo más frecuente relacionado probablemente por la menor suplencia 
sanguínea a nivel de los pliegues corticales en estas zonas60.  Las lesiones corticales de la 
EM temprana presentan características similares a las lesiones desmielinizantes de 
sustancia blanca con intensa infiltración de macrófagos y linfocitos mientras que las lesiones 
corticales de las fases progresivas de la EM son mucho menos inflamatorias que las lesiones 
de sustancia blanca2.  
El daño oligodendroglial es un proceso que avanza conforme avanza la enfermedad 
y es casi completo en estadios avanzados, aunque se ha descrito un subgrupo de pacientes, 
hasta un 30% de ellos, que puede presentar una pérdida muy marcada de los 
oligodendrocitos en etapas iniciales55. La remielinización es un proceso regenerativo 
presente principalmente en las etapas iniciales de la EM y prácticamente ausente en etapas 
avanzadas61 ya que depende de la presencia de células mielínicas y axones y es llevada a 
cabo mediante la diferenciación de células progenitoras oligodendrogliales (OPCs)62. Los 
OPCs están presentes incluso en lesiones crónicas y completamente desmielinizadas pero 
su número se va reduciendo con el paso del tiempo en la EM63.   
Adicional a la desmielinización y el daño de los oligodendrocitos, a medida que 
avanza la enfermedad, se produce daño axonal64 también llamado neuro-degeneración. El 
daño axonal puede ser agudo en probable relación con la liberación de mediadores 
inflamatorios no específicos como proteasas, citocinas y radicales libres de oxígeno por las 
células inmunitarias y la glia65. Este daño axonal agudo explica parcialmente la discapacidad 
relacionada con los brotes clínicos.  
Además del daño axonal agudo existe una pérdida lentamente progresiva de axones 
en las lesiones desmielinizantes crónicas que se ha relacionado con la progresión gradual 
de la discapacidad y que es independiente de la actividad inflamatoria clínica o 
radiológicamente medible.  Este daño axonal crónico es debido probablemente a la 
disfunción mitocondrial neuronal66, la pérdida del soporte trófico por la mielina67, la 
desorganización citoesquelética de los axones desmielinizados entre otros procesos1. 
Adicionalmente, parece existir un proceso de degeneración en axones no desmielinizados 
en la sustancia blanca aparentemente normal que no se correlaciona con lesiones 
inflamatorias focales y que está presente particularmente en pacientes con largo tiempo de 
evolución de la enfermedad65. Este daño axonal difuso puede ser secundario a una 
degeneración Walleriana secundaria que se extiende desde las placas hacia la sustancia 
blanca distante y está presente en todo el cerebro y la médula espinal.  
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Fisiopatología de la EM 
El mecanismo inicial que desencadena los procesos patológicos aún es desconocido. Por 
un lado, existe evidencia suficiente para pensar que las células inmunitarias autorreactivas 
son activadas en la periferia por micro-organismos (virus probablemente) y que existe un 
tráfico de estas células hacia el SNC donde atacan la mielina de los oligodendrocitos por 
mecanismos de mimetismo molecular68. Esta hipótesis se ve reforzada a partir de datos de 
la encefalitis autoinmune experimental (EAE), modelo animal de la EM, según los cuales las 
células encefalitógenas generadas en los ganglios periféricos atraviesan la barrera 
hematoencefálica (BHE) y cumplen sus funciones efectoras en los oligodendrocitos, dando 
lugar a la enfermedad en un SNC previamente sano68. Por otro lado, existe una hipótesis 
alternativa en la cual existen eventos neurodegenerativos o infecciosos intrínsecos dentro 
de SNC que liberan antígenos a la periferia por drenaje a los ganglios linfáticos o llevados 
por las células presentadoras de antígenos (APCs) y que la infiltración de células auto-
reactivas ocurre como un fenómeno secundario. Esta hipótesis se basa en el hecho de que 
la muerte de los oligodendrocitos o la pérdida axonal han sido evidenciados en algunos 
pacientes antes de que la inflamación pueda ser detectada o en presencia de muy pocas 
células inflamatorias diferentes a la microglía del SNC69. Adicionalmente se ha observado 
que infecciones primarias del SNC (encefalitis vírica) pueden desencadenar procesos 
inflamatorios autoinmunes contra la mielina del SNC70.  
Ambas hipótesis llevan a una serie de eventos que son necesarios para el desarrollo 
de la enfermedad: el contacto de antígenos de la mielina (o de virus con mimetismo 
molecular por antígenos de la mielina) con las APCs como células dendríticas, activación, 
diferenciación y expansión clonal en los ganglios linfáticos de células B y T específicas para 
esos antígenos, salida del ganglio linfático y entrada de las células T y B activadas al SNC 
para ejercer el daño sobre la mielina del SNC1. En la figura 2 se esquematiza la activación y 
expansión clonal de las células T y B en el ganglio linfático.  
Clásicamente se pensaba que la activación de células autorreactivas en EM estaba 
restringida a los linfocitos T CD4+ pero durante los últimos años se ha venido dilucidando la 
participación de otros tipos de linfocitos como los T CD8+, los linfocitos B y células del 
sistema inmune innato como los macrófagos y las células asesinas naturales o NK.  
Tanto las células T CD4+ como las CD8+ han sido encontradas en las lesiones de 
EM, las primeras principalmente en la región perivascular y las segundas dentro del 
parénquima cerebral71 donde la ratio CD8+:CD4+ es de 10:172. Las células CD4+ están 
presentes en las lesiones desmielinizantes desde estadios tempranos en pacientes con EM58 
y se ha encontrado que presentan reactividad contra varios antígenos de la mielina como la 
proteína básica de la mielina (MBP), la proteína proteolipídica (PLP) o la glicoproteína de la 
mielina de los oligodendrocitos (MOG). Sin embargo, esta reactividad no es exclusiva de los 
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pacientes con EM y también se ha encontrado en controles sanos en similares proporciones, 
lo que sugiere que esas células son disfuncionales en los pacientes con EM y que existen 
otros factores inmunes implicados en la autoinmunidad.  
 
Figura 2. Activación, diferenciación y expansión clonal de células autorreactivas en el ganglio linfático 
Los antígenos mielínicos son presentados por las APCs a las células T CD4+ y CD8+ vírgenes mediante el complejo mayor de 
histocompatibilidad tipo II y I respectivamente y gracias a moléculas de coestimulación (CD28, ICOS) son activadas y expresan 
los marcadores como CD69 y CD25. Pueden diferenciarse a células de memoria (TCM, TEM), células efectoras/reguladoras, 
o expandirse clonalmente para la creación de copias con especialización antigénica. Por su parte los linfocitos B vírgenes 
entran en los folículos linfoides y al tener contacto con los antígenos mielínicos a través del receptor de linfocito B (BCR) se 
activan, pueden proliferar y dar lugar a células plasmáticas de vida corta o entrar al centro germinal y expandirse clonalmente 
para dar lugar a células plasmáticas de vida larga, a células efectoras o permanecer como células B de memoria que puedan 
responder a un antígeno conocido. Como células diferenciadas, las células B y T salen a sangre periférica y luego a SNC para 
ejercer el daño sobre los componentes de la mielina. 
 
De hecho, se ha intentado establecer diferencias transcripcionales de células CD4+ 
reactivas contra la mielina entre pacientes EM y controles sanos con resultados 
contradictorios entre los diferentes autores73,74. Existe evidencia demostrando que las células 
T CD4+ y CD8+ de los pacientes con EM son mucho más activas inmunológicamente que 
en los controles sanos, con una mayor actividad Th1, Th17 y Th2275,76. En las células CD4+ 
de pacientes con EM existe una elevada concentración de IL-17 en LCR, lesiones y suero77; 
una sobrexpresión de IL-17A e interferón gamma (IFN-γ) en las células Th1778 y un aumento 
relativo de células Th2261.  También se ha descrito que las células CD8+ de los pacientes 
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con EM secretan más altos niveles de IL-17 (Tc17) y TNFα (Tc1) en las lesiones que las 
CD4+79,80.  
Por otro lado, los mecanismos implicados en la tolerancia a los autoantígenos y la 
regulación de la autoinmunidad parecen estar alterados en los pacientes con EM. Si bien las 
células T CD4+ reguladoras no difieren en número entre los pacientes y los controles sanos, 
se ha comprobado que son menos eficientes en cuanto a la maduración y migración81. Los 
linfocitos de los pacientes con EM exhiben menores niveles de FoxP3, un factor de 
transcripción de las células T reguladoras en etapas iniciales de la enfermedad y se 
normalizan al entrar en etapa progresiva. Debido a este hecho, se ha planteado que el déficit 
de mecanismos reguladores tenga una importancia como desencadenante de la enfermedad 
y no como una consecuencia de la misma, pero esto está aún por determinar82.  
La importancia de los linfocitos B en la patogenia de la EM es conocida desde los 
años 40, con la demostración de que la síntesis intratecal de inmunoglobulinas (IgG) estaba 
presente en el 90% de los pacientes83 y posteriormente con el hecho de que la presencia de 
bandas oligoclonales (BOC) de IgM en LCR se relaciona con la actividad y la progresión de 
la enfermedad84. Sin embargo, la especificidad antigénica está aún por definir y los 
principales antígenos candidatos han sido MOG, PLP y MBP85. Es importante destacar 
también que existe una reactividad de las células B del LCR en más del 90% de los pacientes 
con EM, poli-específica contra 3 virus (sarampión, rubeola y varicela zóster: MRZ), lo que 
refuerza la teoría del mimetismo molecular86.  
Pero la función de las células B en la EM restringido únicamente a la producción de 
anticuerpos comenzó a ponerse en duda a partir de dos hechos importantes. El primero fue 
la demostración de que la susceptibilidad a la EAE depende de la presentación antigénica y 
no de la secreción de anticuerpos por parte de las células B87 y el segundo fue la indiscutible 
eficacia de las terapias biológicas dirigidas contra los linfocitos CD20+ que no tienen efecto 
sobre las células B productoras de anticuerpos (células plasmáticas y plasmablastos)88–95.  
Desde entonces se habla de las células B como células presentadoras de auto-
antígenos a los linfocitos T en el SNC, como células productoras de citocinas y como 
mediadores de la inflamación meníngea95. Se ha demostrado que en los pacientes con EM, 
las células B de memoria del LCR tienen aumentada su expresión de moléculas co-
estimuladoras de linfocitos T96 y que las células B de pacientes con EM secretan más 
citocinas pro-inflamatorias como IL-697, TNFα y Linfotoxina alfa (Ltα)98 y menos citocinas 
anti-inflamatorias como IL1099 que los controles sanos. 
En estudios post-mortem de cerebros de pacientes con EM se han encontrado 
estructuras linfoides ectópicas similares a los centros germinales de los ganglios linfáticos 
que contienen células B y que probablemente funcionan como centros de expansión clonal 
que perpetúan la inflamación antígeno-dirigida dentro del propio SNC. Estas estructuras 
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fueron descritas inicialmente en cerebros de pacientes con forma secundariamente 
progresiva100 pero recientemente se han descrito también en la EM temprana2. En la EMSP, 
la presencia de dichos folículos se ha relacionado con el inicio temprano de la enfermedad, 
peor pronóstico de discapacidad, menor edad al uso de silla de ruedas y muerte101,102.    
Los folículos linfoides ectópicos llegan a estar presentes hasta en un 40% de los 
cerebros analizados y se localizan más frecuentemente en sitios de bajo flujo de LCR como 
los surcos profundos del lóbulo temporal y la insula103,104. No están claros completamente 
los mecanismos que generan la aparición de dichas estructuras, pero se sabe que existen 
quimiocinas atrayentes de linfocitos B como CXCL13, CXCL12, CXCL10, CCL2, CCL3, 
CCL20 y el factor activador de células B (BAFF) que funcionan como mediadores 
inflamatorios en su formación y mantenimiento105–107 y algunas de ellas (BAFF y CXCL13) 
se han encontrado reguladas positivamente dentro de las lesiones y los folículos ectópicos 
de pacientes con formas progresivas106. Adicionalmente, en el LCR de pacientes con EM, 
las concentraciones de CXCL13 y BAFF se encuentran elevadas con respecto a los 
controles sanos108,109. CXCL13 se ha sugerido como marcador pronóstico de progresión110,111 
y se ha asociado a una alta tasa de brotes, mayor discapacidad y presencia de BOC de 
IgM97. Además, un estudio mostró que un valor igual o superior a 15.4 pg/ml de CXCL13 en 
LCR podría tener un más alto valor predictivo positivo y una mayor especificidad que las 
BOCs y la RM de base para predecir la conversión a EM112.  La figura 3 esquematiza los 
principales mecanismos fisiopatológicos de colaboración entre las células B y T en la EM. 
Las células del sistema inmune innato también tienen un papel importante en la 
iniciación y progresión de la EM. Los macrófagos promueven y mantienen las respuestas 
pro-inflamatorias de las células T y B activadas. Adicionalmente la microglía activada dentro 
del SNC cumple funciones de secreción de citocinas inflamatorias, radicales libres y aumenta 
la liberación de glutamato1.  
La inflamación en el SNC y la respuesta inmune dirigida contra la mielina del SNC 
lleva a la desmielinización de los axones.  Varios eventos se han asociado a la pérdida de 
los mecanismos de remielinización en los pacientes con EM como, por ejemplo: el bajo 
número de OPCs disponibles secundario daño desmielinizante repetido que supera la ratio 
de reclutamiento, la formación de una cicatriz glial que funciona como barrera para el 
reclutamiento de OPCs, la presencia de interacciones inapropiadas entre los axones y los 
oligodendrocitos o un fallo en los procesos de diferenciación celular71.  Esta última hipótesis 
puede estar soportada por la ausencia de factores que promueven la diferenciación 
oligodendroglial en las lesiones de la EM como los factores de crecimiento IGF1, TGFß1, 
GGF2 o por la presencia de moléculas inhibidoras de la diferenciación oligodendroglial como 
LINGO-1, PSA-NCAM o NOTCH58. 
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Figura 3. Colaboración de las células B y T en la fisiopatología de la EM 
 En sangre periférica y dentro del SNC, las células B pueden actuar como presentadoras de antígeno a las células T a través 
de la unión MHC-CD80/CD86-TCR y estimular la producción de citocinas pro-inflamatorias (IFN-γ, IL-17, TNFα). A su vez las 
células T también estimulan la producción de citocinas pro-inflamatorias por parte de las células B (TNFα, LTα e IL-6) a través 
de la interacción TCR-CD40-BCR. Los plasmablastos y las células plasmáticas producen dentro y fuera del SNC auto-
anticuerpos contra las proteínas mielínicas. Estás células junto a los linfocitos B y T activados atraviesan la BHE pasando 
desde la sangre al LCR y al SNC para ejercer un daño directo sobre los oligodendrocitos ya sea mediado por citocinas (células 
B y T) o por anticuerpos (plasmablastos y células plasmáticas) con depósitos de complemento. El daño de los oligodendrocitos 
lleva a una activación astroglial con producción directa de citocinas, mediante la presentación antigénica a los linfocitos CD8 
con liberación de granzimas y productos citotóxicos o mediante fagocitosis (microglía) que aumentan el daño oligodendroglial. 
Los folículos linfoides adyacentes a las meninges funcionan como fábricas de clones que perpetúan la inflamación dentro del 
SNC. 
 
 
1.2. Definiciones, diagnóstico temprano, criterios y formas clínicas de la EM 
 
La EM es una enfermedad en la que existe una acumulación de lesiones desmielinizantes y 
pérdida axonal en el SNC que genera una discapacidad neurológica progresiva y que es 
clínicamente heterogénea lo que da lugar a la definición de distintas formas de presentación. 
La forma recurrente-remitente (EMRR) es la más frecuente (90% de los pacientes) y se 
caracteriza por la ocurrencia de episodios de déficit neurológico focal (brotes) que en 
ocasiones pueden dejar secuelas de discapacidad neurológica evidente y que alternan con 
periodos de remisión neurológica. Esta forma clínica en la mayoría de los casos viene 
seguida por una acumulación de discapacidad neurológica progresiva sin evidencia de 
brotes configurando la forma clínica secundariamente progresiva (EMSP). Existe también 
una forma clínica en la que la acumulación de la discapacidad neurológica se presenta desde 
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el inicio de la enfermedad sin que esta venga determinada por la presencia de brotes 
clínicamente evidentes.  
Un brote de EM, también llamado recaída, se define como un déficit neurológico 
monofásico con síntomas y signos típicos de EM de carácter focal o multifocal y que se 
desarrolla de forma aguda o subaguda con una duración de al menos 24h en ausencia de 
fiebre o infección113. Los brotes típicos compatibles con EM son neuritis óptica, mielitis, brote 
de tronco cerebral, síndrome hemisensitivo y síndrome cerebeloso. La mayoría de los 
pacientes que desarrollan EM, debutan con un primer episodio clínico compatible con brote 
denominado síndrome clínico aislado (CIS). La mayoría de los pacientes con un CIS y una 
RM en la que se evidencian lesiones desmielinizantes presentarán un segundo brote, una 
evolución compatible con EMRR1. Es por eso por lo que los actuales criterios clínicos 
permiten el diagnóstico de EM incluso a partir de un CIS en situaciones específicas como se 
verá más adelante113.  
Con la llegada de la RM como una prueba habitual en las consultas de neurología 
por diferentes indicaciones (cefaleas, epilepsia) se ha aumentado la detección incidental de 
lesiones desmielinizantes en pacientes que nunca han presentado síntomas clínicos 
compatibles con CIS. Este hecho se ha denominado síndrome radiológico aislado (RIS) y 
aproximadamente un tercio de estos pacientes desarrollarán una EM. Existen factores de 
riesgo asociados a esta conversión como son: edad menor de 37 años, alta carga lesional 
en RM, presencia de lesiones en médula espinal o infratentoriales asintomáticas, presencia 
de lesiones con captación de gadolinio, presencia de BOC de IgM en LCR y alteración en 
los potenciales evocados visuales. Sin embargo, no hay consenso todavía acerca de que 
pacientes con un RIS pueden ser diagnosticados tempranamente de EM113.  
Desde el inicio del milenio se han venido revisando con frecuencia los criterios 
diagnósticos de la EM y se han venido incorporando progresivamente elementos 
radiológicos y de LCR que han permitido una mejoría en la sensibilidad y especificidad así 
como un diagnóstico y tratamiento más tempranos114. Esto tiene importancia debido a que 
desde el año 2007, en el estudio BENEFIT con interferón beta 1b IFNβ-1b realizado en 
pacientes con un primer episodio sugestivo de EM, se demostró que la intervención 
temprana con tratamientos modificadores de la enfermedad (TME) retrasa la aparición de un 
segundo brote115 y el desarrollo de discapacidad116.  Posteriormente se realizaron estudios 
de extensión a 5, 8 y 11 años, en los cuales se ratificó este beneficio117.  
Los últimos criterios de los que disponemos para el diagnóstico de la enfermedad 
fueron publicados en febrero del 2018113 y fueron llamados Criterios de McDonald 2017. 
Estos criterios surgieron a partir de los nuevos datos sobre la aplicabilidad real de los criterios 
2010 en algunas poblaciones específicas, de los problemas de diagnóstico diferencial y de 
la reevaluación de la utilidad de ciertos parámetros paraclínicos (BOC de IgM en LCR). Así 
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mismo se revisaron ciertos conceptos que son requisito indispensable para el diagnóstico 
como son la diseminación temporal (DIT) y espacial (DIS) de la enfermedad determinando 
que: 
- Puede demostrarse DIS clínicamente mediante la aparición de dos o más brotes 
afectando sitios diferentes del SNC (Ej.: neuritis óptica y mielitis) o radiológicamente 
mediante el hallazgo de una o más lesiones hiperintensas en T2 características de 
EM (sin importar si son o no asintomáticas) en 2 o más de cuatro áreas en el SNC: 
periventricular, cortical o yuxta-cortical, infratentorial y médula espinal. 
- Puede demostrarse DIT clínicamente mediante la aparición de dos o más brotes 
separados en el tiempo o radiológicamente por la presencia simultánea de lesiones 
con captación de gadolinio y lesiones no captantes en cualquier momento o por la 
aparición de nuevas lesiones hiperintensas en T2 o nuevas lesiones captantes de 
gadolinio en una RM de control comparada con una previa hecha en cualquier 
momento.  
 
Los criterios de Mc Donald 2017 para EMRR y EMPP se resumen en las tablas 1 y 2.   
 
Tabla 1. Criterios diagnósticos McDonald 2017 para EMRR 
   
Número de lesiones con 
evidencia clínica objetiva Datos adicionales necesarios para el diagnóstico de EM 
≥ 2 brotes  ≥2 Ninguno 
≥ 2 brotes 1 + una historia clara de 1 brote en una localización distinta Ninguno 
≥ 2 brotes 1 DIS demostrada por la aparición de un nuevo brote en un sitio distinto del SNC o demostrada radiológicamente 
1 brote  ≥2 DIT demostrada por un nuevo brote o radiológicamente o presencia de BOC de IgG en LCR 
1 brote 1 
DIS demostrada por la aparición de un nuevo brote en un sitio distinto del 
SNC o demostrada radiológicamente  Y DIT demostrada por un nuevo 
brote o radiológicamente o presencia de BOC de IgG en LCR 
 
Tabla 2. Criterios diagnósticos de McDonald 2017 para EMPP 
Progresión de la discapacidad Datos adicionales necesarios para el diagnóstico de EM 
Un año de progresión de la discapacidad 
(determinada retrospectiva o 
prospectivamente) independientemente 
de los brotes clínicos. 
Al menos 2 de los siguientes criterios: 
• ≥1 lesión hiperintensa en T2 característica de 
EM en uno o más de las siguientes regiones: 
periventricular, cortical o yuxta-cortical, o 
infratentorial. 
• ≥2 lesiones hiperintensas en T2 en la médula 
espinal 
• Presencia de BOC IgG en LCR 
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En un momento determinado, para cualquiera de las formas de presentación de la 
enfermedad puede evaluarse la actividad y la progresión. Esto es importante en la 
evaluación de la respuesta al tratamiento como se verá más adelante. La actividad de la 
enfermedad se define clínicamente como la presencia de nuevos brotes y radiológicamente 
como la aparición de nuevas lesiones en la secuencia T2 de la RM, ensanchamiento de 
lesiones T2 existentes o presencia de lesiones T1 con captación de gadolinio nuevas o 
antiguas. La progresión de la enfermedad se define como el empeoramiento de más de un 
punto en la escala de discapacidad neurológica de Kurtzke (EDSS) mantenido durante más 
de 6 meses118. La determinación de la actividad y la progresión debe hacerse idealmente 
una vez al año. 
Este estudio fue diseñado previo a la publicación de los criterios McDonald 2017 y 
los criterios vigentes para ese momento eran los criterios Mc Donald del 2010119. Las 
principales diferencias con respecto a los criterios previos fueron la incorporación de la 
presencia de BOC de IgG en LCR como una alternativa a la demostración de DIT en 
pacientes con CIS, la inclusión de lesiones sintomáticas en médula espinal o tronco cerebral 
para determinar DIT y DIS y la validez de las lesiones corticales y yuxtacorticales dentro de 
la DIS.  Estas diferencias solo disminuyen el porcentaje de pacientes que podrían haber sido 
diagnosticados de EM según los criterios actuales y que no fueron incluidos en el presente 
estudio, pero no implica que se hayan incluido pacientes que no cumplan los criterios 
actuales de EM.  
 
 
1.3. Tratamientos modificadores de la enfermedad (TME) y medidas de eficacia 
 
Los TMEs en EM han demostrado eficacia no sólo en la reducción del número de brotes y 
disminución de la actividad lesional en resonancia magnética, sino que también tienen un 
efecto de enlentecimiento de la progresión de discapacidad en EMRR. Hasta enero de 2019 
se dispone de 15 medicamentos aprobados como TME con distintos mecanismos de acción.  
La mayoría de los tratamientos se desarrollaron para el control de neuroinflamación 
y pueden tener un efecto indirecto sobre la neurodegeneración. Para reducir la inflamación 
se cuenta con medicamentos cuyo mecanismo de acción tiene que ver directamente con la 
función de los linfocitos. En este grupo tenemos medicamentos que inhiben la activación de 
células T encefalitógenas y aumentan la función de células T reguladoras como el acetato 
de glatirámero (GA). El interferón beta 1a (IFNβ-1a) e IFNβ-1b por su parte, se unen a sus 
receptores inhibiendo la presentación antigénica y disminuyendo la producción de citocinas 
pro-inflamatorias mientras aumenta la de citocinas anti-inflamatorias. La teriflunomida inhibe 
la enzima mitocondrial dihidro-orotato deshidrogenasa, necesaria para la síntesis de 
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pirimidinas en la proliferación de linfocitos T lo que reduce el porcentaje de células T 
activadas. Se piensa que el dimetilfumarato activa la vía del Nrf-2 implicada en los procesos 
de estrés oxidativo y que mediante este mecanismo funciona como un agente antioxidante, 
adicionalmente se ha visto que también potencia el cambio de linfocitos efectores desde un 
perfil Th1(inflamatorio) a Th2 (anti-inflamatorio). 
Otros medicamentos se han enfocado en disminuir el número de linfocitos que entran 
en el SNC para ejercer su acción inflamatoria sobre los oligodendrocitos. Esto se ha logrado 
mediante la retención de los linfocitos activados dentro del ganglio linfático como es el caso 
del fingolimod o a través de impedir el paso de dichos linfocitos de sangre periférica a SNC, 
mecanismo de acción del natalizumab (NTZ).  
Por último, existen medicamentos que basan su mecanismo de acción en la 
depleción de las células B y/o T. El ocrelizumab y el alemtuzumab son anticuerpos 
monoclonales dirigido contra las moléculas CD20 y CD52 respectivamente. El ocrelizumab 
produce muerte mediante citotoxicidad de los linfocitos B (CD20+) y el alemtuzumab de los 
linfocitos B y T (CD52+). La cladribina es un análogo nucleósido de la desoxiadenosina cuya 
forma fosforilada, 2-clorodesoxiadenosina trifosfato (Cd-ATP), inhibe la síntesis de ADN y la 
función mitocondrial en los linfocitos T y B en división causando apoptosis. La depleción de 
los linfocitos T y B induce una repoblación de células sin la memoria inmunológica contra 
antígenos de la mielina lo que supone un potencial reinicio inmunológico. 
Existen dos enfoques de tratamiento en EMRR. El primero se basa en un escalado 
terapéutico según la eficacia en el cual se asciende progresivamente desde una primera 
línea de tratamiento (GA, interferón beta 1a y 1b, teriflunomida o dimetilfumarato) a una 
segunda línea (fingolimod o natalizumab) y en última instancia a una tercera línea 
(ocrelizumab, cladribina o alemtuzumab). A medida que se asciende en eficacia, se aumenta 
el riesgo de presentar efectos adversos y la intensidad o gravedad de estos y debe 
establecerse el riesgo-beneficio e individualizar cada caso para escoger la opción más 
adecuada para cada paciente en cualquiera de las líneas de tratamiento.  
El segundo enfoque, se basa en el uso de medicamentos con un potencial efecto de 
remisión de la enfermedad que son llamados medicamentos inductores y dentro de este 
grupo se encuentran: alemtuzumab, cladribina u ocrelizumab. Estos medicamentos tienen 
una muy alta eficacia y el objetivo de su uso es conseguir un periodo prolongado libre de 
enfermedad acompañado o no de una terapia de mantenimiento de baja eficacia y menores 
efectos adversos1. Ambos enfoques son válidos y podrían ser usados en pacientes con 
diferentes perfiles de agresividad de la enfermedad.  
El primer enfoque podría reservarse para pacientes con una enfermedad poco 
agresiva en la que no se prevé una pobre respuesta a medicamentos de primera línea y el 
segundo enfoque se reserva para pacientes con alta carga lesional, alta tasa anualizada de 
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brotes y considerable actividad en la resonancia magnética en los que no se espera una 
respuesta adecuada con los tratamientos convencionales.  
Sin embargo, los factores de riesgo que predisponen a una mala respuesta están 
todavía por determinar y es necesario establecer qué características definen a los pacientes 
como candidatos a uno u otro enfoque de tratamiento. En la figura 4 se resumen los 
medicamentos aprobados actualmente para la EMRR y los dos enfoques terapéuticos, así 
como los mecanismos de acción de cada uno de ellos.  
 
 
 
Figura 4. Tratamientos usados en la EMRR  
De abajo hacia arriba se encuentran ubicados los medicamentos de menor a mayor eficacia y por ende mayores efectos 
adversos potenciales. A la izquierda el orden de los medicamentos usados en el enfoque de escalado por eficacia, en el último 
escalón de este enfoque se usan medicamentos considerados inductores, que se encuentran a la derecha y son usados en 
una primera instancia en el enfoque de inducción.  
 
 
1.3.1. Medidas de eficacia de los tratamientos 
 
La medida idónea de valoración de respuesta a un tratamiento en EM está aún por 
determinar y varias características clínicas y radiológicas se han estudiado por separado y 
en conjunto a este respecto.  
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La ausencia de brotes es un buen indicador de estabilidad, pero no es un reflejo 
global de la actividad de la enfermedad, ya que no tiene en cuenta la aparición de inflamación 
en zonas del SNC que no se manifiestan clínicamente o cuyos síntomas pueden pasar 
desapercibidos por el médico y el paciente. La RM ha cobrado mucha importancia en el 
seguimiento de la actividad inflamatoria de los pacientes ya que nuevas lesiones son 5-10 
veces más frecuentes que los brotes y hoy en día la actividad radiológica se considera un 
virtual marcador subrogado de actividad clínica120. La actividad radiológica se ha definido 
como la aparición de nuevas lesiones en la secuencia T2 o la presencia de lesiones 
captantes de gadolinio (Gd+) en RM. Además de los brotes y la actividad radiológica, la 
ausencia de progresión en la EDSS es otra variable que nos indica estabilidad de la 
enfermedad y se ha convertido en uno de los principales objetivos de los TMEs.  
Sin embargo, los mejores datos de inflamación se obtienen a través de una 
combinación de medidas clínicas y radiológicas. Los criterios de Río121, Río modificado122, el 
modelo canadiense123, el modelo alemán124 y  más recientemente el concepto NEDA No 
evidence of disease activity125,126 y NEDA-4127  se postulan como candidatos para una 
adecuada monitorización y se explican a continuación.  
Según los criterios de Río, se asigna una puntuación entre 0 y 1 a cada uno de las 
tres variables (actividad clínica, radiológica y progresión en la EDSS) con una puntuación 
mínima de 0 y máxima de 3 como se muestra en la tabla 3121. Posteriormente, Sormani y 
sus colaboradores presentaron modificaciones a los criterios de Río eliminando el 
componente de la progresión de la enfermedad. Los pacientes con puntuaciones entre 0 y 1 
son considerados buenos respondedores y aquellos con puntuaciones entre 2 y 3 como 
malos. Los detalles de los criterios de Rio y Rio modificado se detallan en la tabla 3. 
  
Tabla 3. Criterios de Rio y Rio modificado.  
Criterio 
Puntuación Rio Score Rio Score modificado 
RM 0 ≤2 lesiones T2-w nuevas o 
agrandadas o lesiones Gd+ 
≤4 lesiones T2-w nuevas o 
agrandadas 
1 >2 lesiones T2-w nuevas o 
agrandadas o lesiones Gd+ 
>4 lesiones T2-w nuevas o 
agrandadas 
Brotes clínicos 0 0 brotes clínicos 0 brotes clínicos 
1 ≥1 brote clínico 1 brote clínico 
2 No incluido ≥2 brotes clínicos 
CPD 0 Aumento en la EDSS <1 punto No incluido 
1 Aumento en la EDSS ≥1 punto 
sostenido por 6 meses 
No incluido 
 
El modelo canadiense123 es un sistema más complejo que establece una calificación 
por niveles de alarma (bajo, mediano y alto riesgo) para cada uno de los criterios: brotes, 
progresión de la discapacidad y lesiones en la resonancia. Con 3 criterios calificados como 
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bajo riesgo, dos calificados como mediano riesgo o un criterio calificado como alto riesgo se 
recomienda el cambio de tratamiento.  
El modelo alemán124 es un modelo exhaustivo, muy parecido al canadiense que 
implementa un sistema de semáforos (verde, naranja y rojo) con 4 dominios de actividad: 
brotes, progresión de la discapacidad, lesiones en la resonancia e incluye la valoración 
neuropsicológica. Si todos los dominios se encuentran en verde no existe indicación para 
cambio de tratamiento, con un dominio amarillo existe la necesidad de reevaluar a los 3 
meses y con 2 dominio amarillos o uno rojo se aconseja cambio de tratamiento.  
El concepto NEDA es mucho más estricto para la clasificación de un paciente como 
respondedor ya que es definido como la ausencia de brotes + ausencia de cualquier tipo de 
actividad radiológica (lesiones en T2 nuevas o con aumento de tamaño o lesiones con 
captación de gadolinio) + ausencia de progresión de la discapacidad (aumento ≥ 1 punto en 
la EDSS sostenido por más de 6 meses)125. Pese a esto, existe un 10-20% de pacientes de 
los grupos placebo en los ensayos clínicos que son NEDA, por lo tanto, no es posible saber 
si este estado refleja una buena respuesta al tratamiento o una evolución benigna de la 
enfermedad128. Sin embargo, en un estudio publicado en 2015, se demostró la dificultad de 
mantener el NEDA incluso con tratamiento. Un 46% de los pacientes alcanzaron el NEDA al 
año, 27% a los 2 años y solo un 7.9% a los 7 años. Estadísticamente hablando, sólo la 
medición del NEDA a los 2 años tuvo un valor predictivo positivo favorable, mediciones con 
más tiempo de tratamiento no son un buen predictor de la actividad de la enfermedad, lo 
cual indica que la pérdida del estado NEDA en algún momento de la enfermedad no conlleva 
necesariamente un mal pronóstico y que probablemente el concepto NEDA tenga que ser 
reevaluado126. El primer fármaco en demostrar su capacidad para alcanzar el NEDA fue el 
natalizumab (NTZ), con el que la proporción aumentó 5 veces más (37% frente a 7%) 
respecto a placebo129. No existen estudios comparativos entre los diferentes TMEs para 
valorar la probabilidad de alcanzar el NEDA. Nixon y cols, realizaron un estudio calculando 
el riesgo estimado de alcanzar el NEDA partiendo de los estudios frente a placebo y 
analizando los datos comparativamente entre diferentes TMEs y encontró que el fingolimod 
parece ser superior al dimetilfumarato y la teriflunomida tanto en el análisis general como en 
el de las medidas compuestas130.  
La pérdida de volumen cerebral es mayor en pacientes con EM que en individuos 
sanos y es independiente de los fenotipos clínicos de la enfermedad131. Esta atrofia cerebral 
ha suscitado una gran expectación como medida de discapacidad, por su potencial valor 
pronóstico y su disminución secundaria al tratamiento se propone como objetivo terapéutico. 
Popescu et al132 publicó un estudio en 2013 con 261 pacientes, que demostró que tanto la 
atrofia central como global en una RM basal predicen la EDSS a 10 años, así como la 
combinación de la atrofia central con el volumen de carga lesional en T2. Damasceno et al133 
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y Nygaard et al134 evaluaron la relación entre el estado NEDA y las medidas de atrofia 
cerebral junto a las valoraciones cognitivas periódicas y ambos encontraron que a pesar de 
que la atrofia cerebral era menor en los pacientes NEDA, esta no se correlacionó con los 
cambios en la esfera cognitiva sino con una menor actividad en la RM. Al incluir de manera 
retrospectiva el análisis de volumetría cerebral al tradicional NEDA, lo que se empezó a 
denominar NEDA-4, en dos estudios de fase 3 con fingolimod se observó una disminución 
en la consecución de este objetivo de un 31% a un 19,7% en ambos casos superior a 
placebo, lo cual sugirió que la variable de atrofia cerebral podría aportar un beneficio en el 
seguimiento de la enfermedad127. Por esta razón en los últimos años se habla de la 
necesidad de incluir la volumetría cerebral como una cuarta variable al objetivo NEDA con 
la limitación de la falta de una estandarización o protocolo válido para la realización de 
mediciones de volumetría en la práctica clínica habitual.  
Un metaanálisis de 13 estudios con más de 13500 pacientes EMRR demostró que los 
efectos de los TME en la progresión de la discapacidad a 2 años se relacionaban con la 
atrofia cerebral (R2=0.48 p=0.001) y con las lesiones activas en la RM135, de lo cual se puede 
inferir que el seguimiento de medidas de atrofia cerebral podría llegar a ser un marcador de 
respuesta a los tratamientos en cuanto a prevenir la discapacidad. 
La cuantificación de la atrofia se realiza habitualmente en secuencias ponderadas en 
T1 sin gadolinio mediante programas semi o automáticos. Existen dos maneras de generar 
estas mediciones, una transversal que nos da información del volumen cerebral en un punto 
temporal y es usada para estudios de segmentación de tejido y volúmenes parciales (BPF 
Fracción parenquimatosa cerebral o evaluación estructural de la imagen usando 
normalización SIENAX). La segunda forma de medición es la longitudinal que nos da una 
comparativa entre dos puntos temporales. Esta última es la más usada en los ensayos 
clínicos y los grupos de investigación en EM porque permite estimar de manera anualizada 
la pérdida del volumen cerebral.  
Nuevas técnicas y secuencias de RM avanzan en la búsqueda de medidas de 
detección de daño tisular que permitan valorar la progresión y predecir la discapacidad y 
probablemente se incluyan en la práctica clínica en un futuro cercano. Se trata de medidas 
que intentan cuantificar los procesos de desmielinización y remielinización como MTR 
(transferencia de magnetización), DTI (imágenes de tensor difusión) y MRS 
(espectroscopía por resonancia magnética). La resonancia convencional es insuficiente 
para detectar lesiones corticales, que se presentan hasta en el 40% de los pacientes con 
EM, estas lesiones son visibles adecuadamente usando secuencias tipo DIR (doble 
inversión recuperación). Están en marcha estudios para analizar la correlación de estas 
técnicas con los nuevos objetivos de tratamiento en EM, pero su uso aún es poco común 
en la práctica clínica habitual. 
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1.4. Esfingosina 1 fosfato y fingolimod  
 
Fingolimod es un derivado de la miriocina, un compuesto aislado del hongo Isaria sinclairii 
que tiene cualidades inmunosupresoras a través de la modulación de la esfingosina-1-fosfato 
(S1P). El fingolimod (Gilenya®) fue el primer medicamento oral aprobado para el tratamiento 
de la EMRR y funciona como un antagonista funcional de la esfingosina 1 fosfato (S1P)136.  
La S1P, es sintetizada por el endotelio vascular, los eritrocitos y las plaquetas en 
respuesta a citocinas inflamatorias y, como todos los esfingolípidos, tiene funciones 
estructurales y de señalización celular. Los receptores de S1P se encuentran distribuidos en 
múltiples tejidos, principalmente en el tejido linfoide, los miocitos, las células ciliadas del oído, 
músculo liso del pulmón y células del SNC (astrocitos, neuronas y oligodendrocitos)137. La 
forma fosforilada de la S1P se une a 5 receptores acoplados a proteína G (S1P1-5) iniciando 
los procesos de señalización implicados en múltiples procesos biológicos mientras que el 
fingolimod se une a 4 de esos 5 receptores para ejercer su acción terapéutica (S1P1, 3-5).  La 
figura 5 resume los receptores de S1P, su distribución en los tejidos humanos y la unión con 
las moléculas S1P y fingolimod.  
 
 
Figura 5. Distribución de los receptores de S1P y unión a su ligando y a fingolimod  
A la izquierda se representa el S1P unido a su receptor (S1P1-5) y la distribución de los diferentes receptores de S1P en las 
células de los diferentes tejidos donde ejerce su acción biológica. A la derecha se representa de la misma manera el fingolimod 
en su forma no fosforilada y fosforilada y los diferentes receptores donde ejerce su acción terapéutica. 
 
El principal proceso biológico en el que interviene la S1P es la migración celular 
desde los órganos linfoides secundarios a sangre periférica. Además de la migración celular, 
la S1P está implicada en múltiples procesos biológicos como la proliferación y diferenciación 
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celular a través de la vía RAS-RAF-MAPKinasas; la supervivencia celular e inhibición de la 
apoptosis en cardio-protección a través de la vía GNA-PIK3-PDPK1-AKT-NOS3; la adhesión 
epitelial y la activación de las células B a través de la señalización GNAQ-PLCB-PRKC y la 
formación de fibras de estrés y proliferación de linfocitos T a través de la vía GNA1-Rho-
ROCK-NFKB138–140. La figura 6 esquematiza la implicación de cada uno de los receptores de 
S1P en las distintas vías metabólicas y procesos biológicos.  
 
 
 
Figura 6. Vía de la S1P y procesos biológicos implicados  
La S1P se une a sus 5 receptores S1P1-5 (azul claro), en verde se muestran los genes que intervienen en los procesos 
metabólicos dependientes de la señalización S1P1, en amarillo y rojo los que intervienen en la señalización S1P2-4. 
 
 
 
1.4.1. Mecanismo de acción de fingolimod 
 
La forma fosforilada de fingolimod, al unirse a los receptores de S1P (S1P1, 3-5) produce una 
internalización y degradación aberrante de los mismos en la superficie celular produciendo 
un antagonismo funcional de todos los procesos biológicos en los que interviene la 
señalización S1P.   
 
1.4.1.1. Efecto en la migración linfocitaria 
 
Como se mencionó en el apartado 1.1 con respecto a la patogénesis, el ganglio linfático es 
la estructura encargada de la maduración y diferenciación linfoide tanto B como T y la salida 
de la mayoría de estos linfocitos del ganglio a la sangre periférica depende de la señalización 
S1P1. Las células vírgenes expresan los receptores CCR7/CD62 y S1P1 en su superficie. 
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Durante la activación dentro del ganglio linfático las células expresan marcadores de 
activación CD25 y CD69 que ocasionan la internalización transitoria del receptor S1P1 y 
permite la expansión clonal. La señalización S1P-S1P1 causa regulación negativa del 
receptor CCR7, molécula indispensable para que las células permanezcan en el ganglio 
linfático favoreciendo la salida de los linfocitos a sangre periférica139. Los linfocitos cuya 
salida del ganglio linfático dependen de la señalización S1P1 son aquellos que expresan el 
receptor CCR7 en superficie principalmente los linfocitos T vírgenes (Tn), linfocitos T de 
memoria central (TCM), linfocitos efectores (Th1 y Th17), linfocitos B de memoria y linfocitos 
NK bright. En la figura 7 se ilustra la secuencia de procesos que intervienen en la salida de 
los ganglios linfáticos dependiente de S1P1.  
 
 
 
Por otro lado, la alta concentración de S1P y la baja actividad de las enzimas que la 
degradan en sangre periférica inducen la internalización del receptor en condiciones 
normales. El endotelio linfático que también produce S1P, mantiene una alta actividad 
enzimática de degradación y una baja concentración de la S1P en la linfa. Esto hace que los 
receptores de S1P estén presentes en la superficie celular139,141  
Este gradiente de concentración de S1P entre sangre-linfa junto a la disminución del 
receptor CCR7 mantienen el flujo de los linfocitos hacia la circulación periférica. En la figura 
8 se ilustra el gradiente S1P.  
Fingolimod produce una internalización aberrante del receptor S1P1 y los linfocitos 
que expresan los receptores CCR7 y CD62 dentro del ganglio linfático no responden 
entonces al gradiente de S1P y no salen a sangre periférica. Además los receptores CCR7 
y CD62 se mantienen en la superficie celular induciendo el bloqueo de la salida y 
recirculación de linfocitos activados142,143. 
Figura 7. Salida de los 
linfocitos del ganglio 
linfático dependiente de la 
señalización S1P1 
Secuencia de procesos 
desde la entrada del linfocito 
por el vaso aferente, 
expresión e internalización 
de los receptores S1P y 
CCR7 en secuencia para la 
salida de los linfocitos del 
ganglio linfático. 
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Figura 8. Gradiente S1P sangre-linfa 
A partir de la esfingolimielina y a través de múltiples procesos enzimáticos, se lleva a cabo la síntesis de S1P en endotelio 
vascular plaquetas y eritrocitos. Las enzimas que degradan la S1P están a diferentes concentraciones en sangre y tejido 
linfático siendo más activas en el segundo y produciendo un gradiente de concentración de S1P.  
  
 
1.4.1.2. Efecto en la supervivencia y diferenciación linfocitaria 
 
En una etapa temprana del desarrollo de la célula T, la salida de los linfocitos vírgenes desde 
el timo se ve afectada por el fingolimod disminuyendo el número de células disponibles para 
su diferenciación en el ganglio linfático144. A partir de estudios in vitro se ha podido establecer 
que una vez dentro del ganglio la unión S1P-S1P1 inicia procesos de señalización que 
inducen la diferenciación hacia el perfil Th17 y la inhibición de la diferenciación a T 
reguladoras. Por otro lado, la unión S1P-S1P2 interviene en el mantenimiento de los centros 
germinales. Las células B activadas deben ser dirigidas al centro del folículo, una zona baja 
en concentración S1P y lo hacen uniéndose al receptor S1P2145. Esta señalización S1P-S1P2 
promueve la supervivencia de los clones de células B y también atenúa la formación de 
especies reactivas de oxígeno146. S1P también protege a las a las células B y T de la 
apoptosis suprimiendo la expresión de genes de la familia Bcl-2, Bax y la activación de 
caspasas. Por lo tanto, el fingolimod disminuye esta protección anti-apoptótica dejando a las 
células inflamatorias susceptibles a la muerte celular147.  
Durante el tratamiento con fingolimod en pacientes se ha documentado que la 
diferenciación hacia Th17 dependiente de S1P se ve afectada disminuyendo el número de 
linfocitos efectores productores de IL-17 y otras citocinas inflamatorias148. Este mecanismo 
podría explicar en parte el aumento relativo de las células T reguladoras139. Sin embargo, 
también se ha demostrado el incremento en la función de las células FoxP3+ 
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independientemente de su número con aumento de la expresión del CD25, lo que favorece 
el ambiente tolerogénico149.  
Adicionalmente fingolimod incrementa la diferenciación hacia Th2 y células T 
foliculares T (Tfh) en mayor medida que la disminución de la diferenciación a Th1 y Th17150. 
Como era de esperarse, las células de los pacientes tratados producen menores cantidades 
de citocinas inflamatorias como IL-2, aunque bajo estimulo in vitro, la capacidad de producir 
IFN-γ se ve poco afectada151.  
El efecto antiinflamatorio de fingolimod independiente de su capacidad de retención 
de linfocitos, se ha comprobado en algunos tipos celulares que no se ven afectados por el 
secuestro dentro del ganglio, como es el caso de los linfocitos NKT, pero que si ven 
disminuida su capacidad de producción de citocinas (INF-γ e IL-4)152. 
 
1.4.1.3. Efecto del fingolimod en el SNC 
 
La señalización de S1P1 se ha relacionado con el desarrollo y migración de los progenitores 
neurales y oligodendrogliales y su déficit conlleva problemas en el desarrollo del SNC.153,154 
De la misma manera se cree que la señalización S1P1 y S1P3 tienen efectos opuestos en la 
migración de los progenitores de oligodendrocitos a los sitios de inflamación para promover 
los procesos de remielinización153.  
Los astrocitos son células del SNC que pueden actuar como células inmunes 
inflamatorias y a la vez ser protectoras y limitar la inflamación. Esto tiene un efecto benéfico 
en las fases agudas, donde los astrocitos activados protegen contra los daños en el SNC 
causados por patógenos o tóxicos, pero a largo plazo pueden inhibir la regeneración axonal 
y oligodendroglial. A través de la señalización S1P los astrocitos inducen cambios neurales 
y aumentan la producción de proteína ácida fibrilar glial, que se asocia con gliosis e inhibición 
de la remielinización, y su proliferación se ve aumentada153.   
Por otro lado, el receptor S1P2 también se encuentra implicado en el desarrollo y 
mediación de la excitabilidad neuronal y las funciones del sistema auditivo y vestibular. Su 
déficit disminuye el umbral de excitabilidad neuronal y causa sordera.  
Está demostrado que fingolimod atraviesa la BHE al encontrarlo en SNC después de 
su administración oral155 y existen datos que sugieren que puede ayudar a controlar la 
permeabilidad de la BHE disminuyendo la expresión del factor de crecimiento endotelial 
(VEGF). Este factor de crecimiento está aumentado en las lesiones de EM y se ha 
relacionado con la formación de estructuras microvasculares alrededor de las lesiones que 
limitan la permeabilidad de la BHE156.  
Dentro del SNC fingolimod también participa como antagonista funcional de todos los 
procesos de señalización de la S1P en las neuronas, astrocitos, microglía y oligodendrocitos, 
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lo cual tiene un impacto directo en los procesos de neurodegeneración, gliosis y 
remielinización157. In vitro, fingolimod ha demostrado que estimula los procesos de 
diferenciación, proliferación y migración de los progenitores neurales154 y 
oligodendrogliales153 a las lesiones. También se ha visto que fingolimod aumenta los niveles 
de factores neurotrópicos 142 y disminuye la pérdida de la densidad axonal en el nervio óptico 
de modelos animales.   In vitro, se ha demostrado también que fingolimod disminuye la 
migración de astrocitos dependiente de S1P lo que puede tener un impacto positivo en la 
remielinización158. En estos conceptos se basa su teórico efecto neuroprotector.  
 
 
1.4.2. Eficacia del fingolimod 
 
La eficacia del fingolimod en la reducción de la actividad clínica y radiológica quedó 
demostrada a través de los ensayos de fase 2159,160 y fase 3 FREEDOMS I161y II162 y 
TRANSFORMS163.  El estudio FREEDOMS incluyó a 1272 pacientes y comparó la eficacia 
de 1, 25 y 5 mg de fingolimod oral frente a placebo en pacientes con EMRR durante 2 años 
mientras que el estudio TRANSFORMS comparó las mismas dosis de fingolimod oral frente 
a interferón beta IFN-β intramuscular en 1292 pacientes durante 1 año.  
La reducción significativa de la tasa anualizada de brotes (TAB) fue conseguida en 
ambos estudios y fue de un 52% (0.16 para 0.5mg de fingolimod, 0.20 para 1.25 mg de 
fingolimod y 0.33 para placebo p<0.001) comparada con IFN-β y de 54% (0.18 para 0.5mg 
de fingolimod, 0.16 para 1.25 mg de fingolimod y 0.4 para placebo p<0.001) comparada con 
placebo.  
Fingolimod también logró demostrar una reducción de la actividad radiológica frente 
a placebo e IFN-β medida por la reducción en el número de nuevas lesiones T2 y captantes 
de gadolinio, así como la disminución de la pérdida del volumen cerebral en los estudios 
FREEDOMS y TRANSFORMS. Frente a placebo, se observó una reducción de la media del 
número de nuevas lesiones T2 (2.5+/- 5.5 para 1.25 mg, 2.5+/- 7.2 para 5 mg y 9.8+/- 13.2 
para placebo) y de la media del número de lesiones captantes de gadolinio (0.2+/- 1.1 para 
1.25 mg, 0.2+/- 0.8 para 5 mg y 1.1+/- 2.4 para placebo) así como un aumento en el 
porcentaje de pacientes libres de actividad radiológica. De la misma manera, frente a IFN-β 
la reducción de la media del número de nuevas lesiones T2 (1.5+/- 2.7 para 1.25 mg, 1.7+/- 
3.9 para 5 mg y 2.6+/- 5.8 para placebo) y de la media del número de lesiones captantes de 
gadolinio (0.14+/- 0.58 para 1.25 mg, 0.23+/- 0.97 para 5 mg y 0.51+/- 1.86 para placebo) 
fueron significativas. En cuanto a las medidas de atrofia, fingolimod ha demostrado reducir 
la progresión de la pérdida de volumen cerebral. El porcentaje de pérdida de volumen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In
tro
du
cc
ió
n 
29 
 
cerebral (BVL) fue menor para los pacientes tratados que para placebo a 6, 12 y 24 meses 
y para ambas dosis estando en torno a un 0.2-0.4% en los pacientes tratados frente a un 
0.4-0.7% en el grupo placebo. Cuando se realizó el análisis por subgrupos de acuerdo a las 
características basales de los pacientes, se determinó que aquellos pacientes con lesiones 
con lesiones captantes de gadolinio antes del inicio del tratamiento no presentaron una 
disminución significativa de la pérdida de volumen cerebral y esto se ha atribuido a la 
pseudoatrofia en este grupo específico de pacientes164.  
Fingolimod también demostró eficacia en la disminución del riesgo de progresión de 
la discapacidad a 24 meses en un 37% en el estudio FREEDOMS (Hazard ratio, 0.70 para 
1.25 mg y 0.68 para 5 mg de fingolimod, P = 0.02 vs placebo para ambas dosis). La extensión 
del estudio TRANSFORMS165 confirmó estos datos de eficacia a 2 y 4 años.   
 
 
1.4.3. Seguridad del fingolimod 
 
Desde el comienzo de su uso se advirtió la posibilidad de bradicardia de la primera dosis 
(reducción entre 8-10 latidos por minuto) y el riesgo de bloqueo auriculo-ventricular por lo 
que se adoptaron medidas para minimizar los riesgos que incluyen la monitorización 
cardiaca intrahospitalaria durante un mínimo de 6 horas, recomendación que sigue vigente 
actualmente166.  
En el estudio FREEDOMS la tasa de eventos adversos, eventos adversos infecciosos 
e infecciosos graves fue similar en los grupos de tratamiento y placebo y los efectos adversos 
más frecuentemente informados fueron las infecciones por el virus de la influenza, 
nasofaringitis, bronquitis, cefalea, lumbalgia, fatiga y elevación de las enzimas hepáticas. Se 
documentó bradicardia en 9 pacientes no perdurable y bloqueo auriculo-ventricular en 2 
pacientes, así como edema macular en los 3 primeros meses en el 0.4% de los pacientes 
que se resolvió al retirar el fármaco.  
El estudio TRANSFORMS arrojó similares eventos adversos y la tasa de infecciones 
graves no tuvo diferencias significativas en los tres grupos (menos del 2%) sin embargo se 
presentaron 6 casos de infecciones herpéticas graves y 2 muertes por infección por virus del 
Herpes (encefalitis e infección por Herpes Zoster diseminada) en el grupo de 1.25 mg de 
fingolimod. En el estudio de extensión no se presentaron diferencias significativas en la 
incidencia de eventos adversos en los 3 grupos y fueron prácticamente los mismos que en 
los estudios iniciales. La interrupción del fingolimod por eventos adversos incluyó pacientes 
que presentaron linfopenia mantenida, aumento de las transaminasas, carcinoma 
basocelular y disnea. Ninguno de estos eventos se presentó en más de un 1.4% y no se 
presentaron muertes durante el periodo de seguimiento. En los pacientes que pasaron de 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In
tro
du
cc
ió
n 
30 
 
1.25 mg a 5 mg en el estudio a largo plazo se observó un pequeño aumento de la tensión 
arterial. Durante el seguimiento a largo plazo se presentaron 5 embarazos, 2 de ellos con 
resultado normal a término, 1 aborto terapéutico por tetralogía de Fallot y 1 aborto electivo. 
Actualmente los protocolos de cada país y centro contemplan la adopción de medidas para 
minimizar el riesgo de infecciones como la serología y vacunación preventivas; el riesgo de 
edema macular mediante el seguimiento por oftalmología y el riesgo de alteración de la 
función hepática mediante el seguimiento analítico.  
 
 
1.5. Estudios de poblaciones linfocitarias durante el tratamiento con fingolimod 
 
La citometría de flujo es una técnica que permite el estudio de las poblaciones linfocitarias 
mediante una tecnología basada en el uso de un haz de luz láser que se hace incidir sobre 
una suspensión de células que pasan a través de un orificio pequeño originando una 
corriente continua (flujo). Las células son previamente marcadas con anticuerpos 
conjugados con fluorocromo (FCAs) de diferentes longitudes de onda dirigidos contra 
marcadores de superficie o intracelulares específicos de cada subpoblación linfocitaria. El 
flujo de células marcadas es detectado por el láser y las células son discriminadas de 
acuerdo a la intensidad y el espectro de luz que emiten lo cual permite la clasificación de las 
subpoblaciones de acuerdo a los marcadores de superficie o intracelulares.    
A partir de estudios de citometría de flujo en linfocitos de pacientes con EM se ha 
comprobado que fingolimod retiene en el ganglio linfático los linfocitos T que expresan el 
receptor CCR7 (T vírgenes y TCM) pero respeta las células T de memoria efectora (TEM) 
148,150,151 produciendo un incremento relativo porcentual. Estas células se encargan de 
mantener la vigilancia inmunológica en los tejidos periféricos como intestino, peritoneo y 
médula ósea167,168 manteniendo funciones deseables de la respuesta inmunológica durante 
el tratamiento con fingolimod. La población CD4+ se ha visto más afectada por el efecto del 
fingolimod que los linfocitos CD8+169 y el porcentaje de células Th17 también disminuye 
debido a la retención en el ganglio linfático148,150,170–172. Esto puede deberse a que la mayoría 
de las células Th17 se encuentran dentro de la población TCM148.  
Teóricamente, fingolimod ejerce un efecto sobre las células B, reteniendo dentro de 
los ganglios los linfocitos B que expresan en mayor cantidad el receptor CCR7 como los 
linfocitos B de memoria. Esto se ha demostrado en pacientes con EM en tratamiento con 
fingolimod en los que se ha observado una reducción en el porcentaje total de linfocitos B 
de memoria, tanto en aquellos con cambio de isotipo (switched) como  sin él (no 
switched)150,169,173–176. Como resultado de esa disminución se ha observado también un 
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incremento en el porcentaje de plasmablastos150,174, células B vírgenes169,175,176, células B 
transicionales150,171,175,176 y células B reguladoras171,175,176.  
Debido a la disminución de las células T y B, se produce un incremento porcentual 
de células NK en sangre periférica. Se ha comprobado en pacientes con EMRR que el 
porcentaje de linfocitos NK y NKT aumenta durante el tratamiento con fingolimod150,172,177,178  
mientras que el porcentaje de células NK bright se ve reducido178.  
La tabla 4 resume los estudios de citometría realizados en pacientes con EMRR en 
tratamiento con fingolimod y su efecto sobre las poblaciones linfocitarias y la relación de la 
presencia del receptor CCR7 en las diferentes subpoblaciones linfocitarias. Cabe resaltar, 
como se comentó previamente, que éste no es el único mecanismo por el cual fingolimod 
ejerce su efecto de linfopenia, sino que también se inician procesos que afectan la 
diferenciación celular e inducen la muerte celular programada o apoptosis.  
 
Tabla 4. Efecto de fingolimod sobre las poblaciones linfocitarias 
 
 
 
Nota: En azul las poblaciones que se han visto reducidas, en rojo las que han presentado un incremento porcentual y en gris 
las poblaciones en las que no se han encontrado cambios estadísticamente significativos. La última línea representa en verde 
las poblaciones que expresan el receptor CCR7 y que serían teóricamente afectadas por el efecto del fingolimod sobre la 
migración celular.  
 
 
1.6. Efecto transcripcional del fingolimod en linfocitos de pacientes con EM. 
 
El primer estudio que se publicó sobre el efecto transcripcional de fingolimod en los linfocitos 
de pacientes con EM se llevó a cabo evaluando el cambio en los niveles de expresión de 
una firma de 8 genes que se habían encontrado diferencialmente expresados en respuesta 
a GA.  El estudio incluyó 7 pacientes y los niveles de expresión de los 8 genes (P2RY12, 
IGJ, S100β, ITG2AB, ITGB3, CD177, IL5RA y MMP8) fueron analizados mediante RT-qPCR 
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en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) a los 12 meses de tratamiento con 
fingolimod. Siete de 8 genes en este estudio presentaron una expresión diferencial en el 
post-tratamiento con respecto al pre-tratamiento. Se observó una disminución en la 
expresión de los genes ITG2AB e ITGB3 implicados en la agregación plaquetaria, del gen 
CD177 relacionado con la transmigración de neutrófilos y de los genes IL5RA e IGJ 
relacionados con la diferenciación de linfocitos B así como una regulación al alza del gen 
S100β179. 
Posteriormente se llevó a cabo un estudio con 10 pacientes con EMRR en el que se 
realizó la secuenciación del transcriptoma usando arrays 150 high de Affimetrix en 
poblaciones seleccionadas de linfocitos antes, a las 24h y a los 3 meses de tratamiento. Se 
analizó la expresión diferencial de genes en el post-tratamiento con respecto al pre-
tratamiento definiéndola como cambio de +/-1,5 veces y un valor de p<0.001. Las 
subpoblaciones en las que se analizaron los cambios fueron: linfocitos T (CD4+ y CD8+), 
linfocitos B (CD19+), linfocitos NK (CD56+) y monocitos (CD14). En este estudio los cambios 
fueron observados a 3 meses de tratamiento y se evidenció un importante efecto 
transcripcional de fingolimod sobre los linfocitos CD4+ en el que 6489 genes presentaron 
cambios significativos en sus niveles de expresión tras el tratamiento. Sobre los linfocitos 
CD8+ el efecto fue menos marcado con una expresión diferencial de 861 genes y en los 
linfocitos CD19 solo 18 genes presentaron niveles de expresión significativamente distintos 
después del tratamiento. Para los linfocitos NK y monocitos, solo 1 gen se expresó 
diferencialmente180 y los genes que fueron diferencialmente expresados por todas las 
poblaciones fueron 11. El estudio concluye que la separación de subpoblaciones linfocitarias 
antes de los estudios de secuenciación no aporta grandes cambios con respecto a realizarlo 
sobre las PBMCs ya que la mayoría del efecto transcripcional recae sobre los linfocitos T.  
De este estudio surgieron 2 publicaciones más, la primera estudió los cambios 
transcripcionales en linfocitos CD8181 y la segunda en los linfocitos CD4182. Se analizó la 
modificación de grupos de genes (gene-sets) afectados por el tratamiento y se detectaron 
cambios significativos en los grupos de genes denominados “secreción de citocinas” y 
“regulación positiva de la activación linfocitaria” en los linfocitos CD4 y “respuesta 
inflamatoria y autoinmunidad” y “activación T y B” en los linfocitos CD8. El grupo de genes 
denominado “S1P” se vio modificado tanto en los linfocitos CD4 como CD8 como era de 
esperar. Específicamente, el gen CCR7 se vio regulado a la baja en ambos tipos celulares, 
lo que es coherente con el mecanismo de acción del fármaco.  
En las células CD4+ se presentó un aumento en la expresión de genes que codifican 
para quimiocinas críticas en el reclutamiento de células efectoras en los sitios de inflamación 
como CCR1, CCR2, CX3CR1. Se piensa que estos marcadores son más abundantes en las 
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células TEM y que el aumento en los niveles de expresión es secundario al aumento en el 
número proporcional de estas células181.  
En las células CD8 se observó una disminución en la expresión de genes 
relacionados con la función y secreción de citocinas como IFNGR2, ILGR, TNFSF8 o con la 
diferenciación celular TH17 como el gen IL23A. Llama la atención en este grupo celular un 
aparente aumento de la función citotóxica por la regulación al alza de genes que codifican 
para granzimas A y B (GZMA y GZMB), el gen del IFN-γ (IFNG) y su receptor IFNGR1182. 
 
 
1.7. Predicción de respuesta a tratamientos en EM 
 
Existen dos formas de abordar la predicción de respuesta a un tratamiento farmacológico, la 
primera y más conservadora es analizar el efecto temprano del fármaco y determinar si los 
cambios producidos pueden condicionar la evolución futura y la segunda es buscar en las 
características del paciente pre-tratamiento (clínicas, radiológicas, genéticas, etc.) factores 
que puedan predecir la respuesta y que eviten el uso de un fármaco ineficaz de la manera 
más temprana posible.  
Un ejemplo de los dos abordajes se da con la predicción de respuesta a IFN-β. En el 
primer escenario, los anticuerpos neutralizantes (ADAs) anti-interferón beta pueden 
producirse hasta en el 40% de los pacientes tratados y la mayoría se producen durante los 
2 primeros años de tratamiento183. Estos anticuerpos son responsables en parte de la pobre 
respuesta a este medicamento, comprobada por un mayor aumento de la actividad clínica y 
radiológica y la discapacidad en pacientes que presentan positividad respecto a los que son 
seronegativos. Es por ello por lo que estos ADAs se consideran biomarcadores de respuesta 
y la recomendación actual es que ante la persistencia de positividad en 2 muestras 
separadas por 3-6 meses debe retirarse el tratamiento con IFN-β184. Recientemente se 
aprobó el uso del IFN-β pegilado y se ha demostrado que la producción de ADAs contra esta 
presentación es <1% lo que probablemente eliminaría este inconveniente y teóricamente 
mejoraría la eficacia185,186. En un segundo escenario, en un intento por realizar una 
predicción más temprana, algunos estudios se han centrado en la predisposición genética a 
producir ADAs. Los alelos del HLA DRB1*04:01, DRB1*04:08 y DRB1*16:01187 y los 
polimorfismos rs9272105 y rs4961252188 se han relacionado con un aumento del riesgo de 
producir dichos anticuerpos mientras que los alelos HLA DRB1*03:01, DRB1*04:04 y 
DRB1*11:04 con una disminución del riesgo189. Sin embargo, estos datos están aún por 
verificar y su uso en la práctica clínica no es todavía posible.   
Probablemente los ADAs no sean el único mecanismo que interfiere en la respuesta 
al IFN-β y se ha descrito también una correlación entre los niveles de expresión basal de 
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genes inducidos por IFN tipo I y la ausencia de respuesta a tratamiento con IFN-β medida 
por parámetros clínicos190191. Altos niveles de expresión de los genes NLRP3 e IL-1β pre-
tratamiento también se han asociado a buena respuesta al IFN-β192 así como un mayor 
porcentaje de células T reguladoras FoXA1+ 193, células NK bright194, células T 
CD8+perforina+ y un menor porcentaje de células CD19+CD5+ 195. También se ha descrito 
que los pacientes no respondedores al IFN-β tenían mayores niveles de producción de 
citocinas pre-tratamiento (IL-1β, IL-8, CXCL1/gro-α, CCL2/MCP1, IL-17A e IL17F) que los 
pacientes respondedores, relacionando la vía de diferenciación de células Th17 con la 
respuesta al IFN-β196. Un reciente estudio relacionó incluso un marcador sérico con la buena 
respuesta al IFN-β, la proteína similar a la quitinasa 3 (Chitinasa 3 like)197. 
Con otros fármacos, también se han realizado intentos en busca de biomarcadores 
de respuesta clínica. Se ha encontrado, por ejemplo, que la cantidad de IL-18 pre-
tratamiento198 y de IL-10 e IL-27 a los 6 meses de tratamiento199 medidas por ELISA se 
relacionan con una buena respuesta a AG. En un gran estudio genético, una firma de 4 
polimorfismos (rs80191572 (en UVRAG), rs28724893 (en HLA-DQB2), rs1789084 (en MBP) 
y rs139890339 (en ZAK(CDCA7)) se relacionó con la adecuada respuesta a AG. Los ADAs 
contra NTZ, que se presentan en cerca del 6% de los pacientes tratados en los primeros 3 
meses de tratamiento, se han relacionado con disminución en la eficacia y con el aumento 
de los eventos adversos por reacciones de hipersensibilidad200 mientras que la linfocitosis 
inducida por NTZ se relaciona con una adecuada respuesta al tratamiento201. Con 
dimetilfumarato, recientemente se ha publicado un estudio con citometría de flujo en el que 
la caracterización de subpoblaciones linfocitarias es útil para discriminar los pacientes 
respondedores de los no-respondedores usando los criterios NEDA. Según este estudio solo 
los pacientes NEDA a 1 año mostraron una reducción en las células TCM CD4+ y CD8+, 
células B de memoria, células CD4+ productoras de INF-γ y células CD8+ productoras de 
TNF-α así como un aumento de las células NK bright que no se observó en el grupo de los 
pacientes EDA (evidence of disease activity)202.  
Estos datos refuerzan la idea de que las características celulares y moleculares de 
los pacientes pre-tratamiento o durante el tratamiento temprano pueden predecir la 
respuesta clínica en EM. 
 
 
1.8. Antecedentes sobre predicción de respuesta a tratamiento con fingolimod 
con datos de subpoblaciones linfocitarias  
 
Recientemente se publicó una investigación con 303 pacientes con EMRR tratados con 
fingolimod en los que se analizó la posible relación de la intensidad de la linfopenia inducida 
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por el fármaco (750 vs 1000 células/mm3) y las variables de respuesta clínica TAB, tiempo 
al primer brote y progresión de la discapacidad. Ninguna de las variables clínicas se 
correlacionó con la intensidad de la linfopenia203.  
Un estudio en 23 pacientes con EMRR seguidos durante 12 meses en el que se 
analizaron las subpoblaciones de linfocitos T, determinó que los pacientes que presentaron 
brotes durante el primer año de tratamiento tenían un mayor porcentaje de linfocitos TEM a 
3 y 6 meses de tratamiento. El estudio con 23 pacientes, presentaba la limitación de 2 únicos 
pacientes con brotes en el primer año173. 
En 2015 fue publicado otro estudio con 48 pacientes con EMRR en el que se 
analizaron diferentes subpoblaciones de linfocitos B a los 2 años de tratamiento con 
fingolimod y se determinó su relación con la respuesta clínica usando los criterios NEDA. Se 
concluyó que en el grupo NEDA el porcentaje de linfocitos B reguladores después de dos 
años de tratamiento es mayor que en los no respodendores173.  
Un año más tarde se publicó un estudio hecho con 14 pacientes con EMRR seguidos 
durante 1 año y clasificados de acuerdo a su respuesta clínica en no respondedores n=7(>1 
brote, aumento>1punto en la EDSS y >2 lesiones) y respondedores n=7. Se compararon los 
porcentajes de 25 poblaciones linfocitarias del grupo de respondedores frente a no 
respondedores en las muestras pre y tras un mes de tratamiento. En las muestras pre-
tratamiento se encontró que el porcentaje de células emigrantes recientes del timo (RTEs, 
una subpoblación de células T vírgenes definida por los marcadores 
CD4+CD45RA+CCR7+CD27+CD31+PTK7+) así como el porcentaje y valor absoluto de las 
células B transicionales (CD19+CD27-CD24highCD38high) fue más bajo en los pacientes 
respondedores mientras que el porcentaje y valor absoluto de los linfocitos CD8+ fue más 
alto en los pacientes respondedores. En la muestra post-tratamiento el porcentaje de RTEs 
fue más bajo y el porcentaje de TEM (CD4+CD45RA-CCR7-CD27+) más alto en los pacientes 
respondedores que no respondedores lo que va acorde con el mecanismo de acción del 
fingolimod171. Más recientemente, este mismo grupo publicó resultados de esa misma 
investigación en 40 pacientes 204 encontrando como mejor biomarcador las RTEs pre-
tratamiento.  
 
 
1.9. Justificación de la investigación 
 
A la luz de que ninguno de los medicamentos para la EM ofrece una eficacia completa en el 
control de las medidas de inflamación y neurodegeneración se hace necesaria la búsqueda 
de biomarcadores de respuesta clínica que permitan identificar pacientes potencialmente 
buenos respondedores y evitar el uso de medicamentos con una baja probabilidad de 
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respuesta con el objetivo de disminuir el riesgo de acumulación de la discapacidad. Esto se 
ha denominado medicina personalizada.  
Es claro el efecto del fingolimod sobre las células del sistema inmune no solo a nivel 
celular modificando los porcentajes de las subpoblaciones sino a nivel molecular en procesos 
implicados con la diferenciación celular, la producción de citocinas y la capacidad antigénica.  
Existen pocos datos publicados en cuanto a la correlación de variables celulares o 
moleculares con la respuesta clínica al fingolimod. Una publicación con 14 pacientes 
propone 3 variables de citometría de flujo (RTEs, células B transicionales y CD8+) pre-
tratamiento como posibles predictores de respuesta y no se cuenta con ninguna publicación 
que proponga variables transcripcionales que puedan usarse como predictores. 
El presente estudio se justifica a través de la necesidad de herramientas de 
predicción y se realiza con la combinación de posibles biomarcadores clínicos, celulares y 
transcripcionales.  
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2. Objetivos 
 
 
 
2.1. Objetivo general  
 
- Búsqueda de biomarcadores celulares y moleculares de respuesta a tratamiento con 
fingolimod en pacientes con EMRR para la construcción de un modelo predictivo. 
 
2.2.  Objetivos específicos 
 
- Analizar y describir los cambios en los porcentajes de subpoblaciones linfocitarias T, 
B y NK después de 6 meses de tratamiento en pacientes con EMRR 
 
- Analizar los cambios diferenciales inducidos por Fingolimod en pacientes 
respondedores y no respondedores al tratamiento en las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias 
 
- Identificar las subpoblaciones cuyos valores basales pre-tratamiento puedan tener 
una correlación positiva o negativa con una adecuada respuesta clínica.  
 
- Analizar los cambios transcripcionales inducidos por fingolimod tras 6 meses de 
tratamiento usando la tecnología NGS (Next Generation Sequencing) 
 
- Analizar los cambios diferenciales a nivel transcripcional en los subgrupos de 
pacientes de acuerdo con la respuesta clínica. 
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- Identificar los genes cuyos niveles de expresión génica basal puedan tener una 
correlación positiva o negativa con una adecuada respuesta clínica.  
 
- Con las subpoblaciones linfocitarias y los genes diferencialmente expresados en los 
pacientes de acuerdo a la respuesta construir un modelo predictivo que permita 
calcular la probabilidad de buena respuesta al tratamiento con fingolimod. 
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3. Material y métodos 
 
 
 
3.1. Diseño del estudio 
 
El diseño del estudio se realizó de acuerdo con las directrices de la división de fármaco-
epidemiología y farmacovigilancia de la Agencia Española de Medicamentos y Productos 
Sanitarios AEMPS205 como ordena el real decreto 1344 de 2009. El estudio consistió en un 
análisis observacional prospectivo traslacional en pacientes con EMRR en el que se 
investigaron probables biomarcadores de respuesta a un tratamiento específico. El protocolo 
del estudio y el formulario de consentimiento informado fueron aprobados por el Comité Ético 
de Investigación con Medicamentos (CEIm) del Hospital Universitario Puerta de Hierro 
Majadahonda. El documento de aprobación y el consentimiento informado del estudio se 
presentan como anexo 1. Todos los sujetos participantes en el estudio firmaron el 
consentimiento informado de acuerdo con la declaración de Helsinki.  
 
 
3.2. Pacientes, protocolo de tratamiento y recolección de muestras 
 
3.2.1. Criterios de inclusión y exclusión 
 
Criterios de inclusión: 
 
• Pacientes con EM remitente-recurrente diagnosticados según los criterios de Mc 
Donald de 2010119 
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• Edad entre 18 y 55 años 
• Indicación para el tratamiento con fingolimod según las pautas de la Agencia Europea 
del Medicamento (EMA)166  
• Puntuación EDSS entre 0 y 5.5 
• Haber pasado por un periodo de lavado de 1-3 meses si estaba en tratamiento con 
NTZ o de 1 mes si estaba en tratamiento con otros TMEs 
 
Criterios de exclusión:  
 
• EM progresiva  
• Tratamiento previo con un agonista de receptores de S1P bajo ensayo clínico o 
tratamiento compasivo.  
 
 
3.2.2. Protocolo de tratamiento 
 
Cuarenta pacientes fueron reclutados y tratados con fingolimod 0.5 mg vía oral una vez al 
día de acuerdo con las recomendaciones de la EMA166. Durante las primeras 6 horas 
después de la primera toma del medicamento los pacientes fueron sometidos a una 
monitorización cardiológica siguiendo los protocolos establecidos y todas las incidencias 
fueron recogidas. Así mismo los pacientes estaban en contacto con los servicios de 
enfermería para la notificación de los efectos adversos de la medicación.  
 
 
3.2.3. Recolección de muestras 
 
Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de todos los 40 pacientes 
inmediatamente antes de comenzar el tratamiento con fingolimod y a los 6 meses después 
de haber comenzado el tratamiento. Diez pacientes con EM que no habían sido tratados con 
ningún fármaco (pacientes naïve) y diez controles sanos fueron seleccionados como grupo 
control 1 y 2 respectivamente, de acuerdo a sus características de edad y sexo para que 
fueran comparables con los pacientes del estudio.   
Fueron obtenidas muestras de todos los sujetos de los grupos control. 
Inmediatamente después de la extracción, se realizó una separación de PBMCs mediante 
un protocolo de centrifugación por gradiente de densidad usando Lymphoprep™. Las 
PBMCs fueron congeladas en una mezcla de dimetil sulfóxido (DMSO) 10% en suero bovino 
fetal (SBF) y a una temperatura de -195,8ºC en nitrógeno líquido para su posterior utilización.   
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3.3. Variables clínicas 
 
Todas las variables clínicas fueron analizadas en el total de la muestra. Adicionalmente los 
pacientes del estudio fueron subdivididos en 2 grupos según su tratamiento previo: el grupo 
NTZ corresponde a los pacientes que previamente estaban en tratamiento con NTZ (n=18) 
y el grupo no-NTZ a los pacientes que estaban en tratamiento con otros TMEs (n=22). Esta 
división se hizo para evaluar diferencias en los objetivos clínicos entre los dos grupos que 
obligasen a analizarlos de manera independiente, debido a que la suspensión de NTZ se ha 
asociado a un riesgo de reactivación de la EM206. 
 
3.3.1. Variables demográficas 
 
Las variables demográficas recogidas fueron edad, sexo, duración de la enfermedad en años 
definida como el tiempo desde el primer síntoma, tiempo en años desde el inicio de la TME, 
número de TMEs previos, TAB en el último año y EDSS basal. Todas estas variables fueron 
recogidas en una visita basal y corroboradas con los datos consignados en la base de datos 
de la Unidad de Neuroinmunología del Hospital Universitario Puerta de Hierro, usada en la 
práctica clínica habitual. 
 
3.3.2. Tasa anualizada de brotes  
 
Dentro de la práctica clínica habitual de la unidad de Neuroinmunología del Hospital Puerta 
de Hierro, los pacientes han sido instruidos para contactar telefónicamente con la unidad en 
caso de síntomas compatibles con un brote y son citados para valoración neurológica tan 
pronto como es posible. Un neurólogo de la unidad clínica determina si los síntomas del 
paciente son compatibles con brote clínico. De acuerdo a la práctica clínica de la unidad, un 
brote clínico se define como un empeoramiento o aparición de nuevos síntomas o signos 
neurológicos durante al menos 24 horas en ausencia de fiebre o infección y que se presenta 
al menos 30 dias después de un brote anterior. Todos los brotes son registrados en la base 
de datos para el cálculo de la TAB a 12 y 24 meses. 
 
3.3.3. Escala expandida del estado de discapacidad de Kurtzke EDSS 
 
Todos los pacientes del estudio fueron explorados por el mismo neurólogo para la valoración 
de su nivel de discapacidad usando la EDSS antes de iniciar el tratamiento a los 6, 12, 18 y 
24 meses.  
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3.4. Medidas de resonancia magnética 
 
Una RM fue realizada a todos los pacientes del estudio entre 1-3 meses antes del inicio, a 
los 12 y a los 24 meses de tratamiento con fingolimod según la práctica clínica habitual de 
la Unidad de Neuroinmunología del Hospital Universitario Puerta de Hierro.  
 
La RM se realizó en una máquina de 1.5 Teslas y el protocolo utilizado fue:  
- Cortes axiales de 5mm: TSE T1, FLAIR, Difusión 
- Administración de gadolinio IV 
- Cortes axiales de 5 mm: TSE T2 
- Cortes axiales de 5 mm: TSE T1 (entre 5-10min después del contraste) 
- Cortes sagitales y coronales de 5 mm: FLAIR  
 
Las variables analizadas en las imágenes de resonancia magnética fueron: 
- Número de lesiones en T1 que realzan con gadolinio (Gd+) 
- Número de lesiones hiperintensas en T2 nuevas o agrandadas (T2-w) 
- Número de lesiones hipointensas en T1 (Agujeros negros) 
- Volumen lesional total T2 
- Volumen total de las lesiones que realzan gadolinio 
- Volumen lesional total T1  
- Porcentaje de pérdida de volumen cerebral anual (PVC) 
 
La medición del volumen de las lesiones en T1 y T2 se realizó de manera manual y fue 
llevado a cabo por 2 observadores independientes que fueron simultáneamente entrenados 
para mejorar la precisión y disminuir la diferencia inter-observador. Posteriormente se obtuvo 
una media de las 2 mediciones. La medición del porcentaje de pérdida de volumen cerebral 
se realizó entre la resonancia basal respecto a la de 12 meses y entre la de 12 meses 
respecto a la de 24 meses. El método utilizado fue el software gratuito SIENA® (Evaluación 
estructural de la imagen usando normalización de atrofia). Todas las mediciones realizadas 
en sobre las imágenes de RM se hicieron de manera ciega. 
 
3.5. Evaluación de la respuesta al tratamiento 
 
3.5.1. Medidas simples 
 
Tres medidas simples fueron valoradas a 1 y 2 años para todos los pacientes del estudio: la 
actividad clínica, la actividad radiológica y la progresión confirmada de la discapacidad 
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(CPD). La actividad clínica se definió por la presencia de al menos un brote durante el 
periodo de tiempo observado. La actividad radiológica se definió por la presencia de nuevas 
lesiones hiperintensas en T2, agrandamiento de las lesiones hiperintensas en T2 
previamente existentes o la presencia de nuevas lesiones captantes de gadolinio. La 
progresión confirmada de la discapacidad se definió como un incremento en más de 1 punto 
en la EDSS mantenido durante 1 año.  
 
3.5.2. Medidas compuestas 
 
3.5.2.1. Estado NEDA 3 y 4 
 
El estado NEDA-3 se determinó a 1 y 2 años para todos los pacientes del estudio de acuerdo 
con los parámetros publicados126 como la ausencia de actividad clínica, actividad radiológica 
y CPD. El estado NEDA-4 fue determinado de la misma manera que el NEDA-3 con la 
adición de una cuarta condición, un porcentaje de pérdida de volumen cerebral menor a 
0.4% anual127. De acuerdo con estos parámetros se estableció el grupo de los pacientes 
respondedores al tratamiento como aquellos que habían alcanzado el estado NEDA-3 y 
NEDA-4 a 1 y 2 años y el grupo de los pacientes no respondedores como aquellos EDA-3 y 
EDA-4 a 1 y 2 años.  
 
3.5.2.2. Rio Score y Rio Score modificado 
 
Rio Score y Rio Score modificado fueron calculados para todos los pacientes del estudio a 
1 y 2 años usando los criterios publicados207 122 con una calificación entre 0 y 3, donde los 
pacientes con una buena respuesta son aquellos con una puntuación entre 0 y 1 y los 
pacientes con una mala respuesta  son aquellos que puntúan 2 o 3. Tabla 3.   
 
     
3.6. Citometría de flujo 
 
3.6.1. Anticuerpos y diseño de los paneles 
 
Las PBMCs previamente congeladas en nitrógeno líquido fueron descongeladas en un baño 
a 37ºC e incubadas en medio de cultivo RPMI suplementado con suero durante una noche. 
Posteriormente fueron centrifugadas, lavadas con buffer fosfato salino (PBS) y preparadas 
para tinción con anticuerpos conjugados con fluorocromo (FCAs) de superficie e 
intracelulares con el fin de definir las 48 poblaciones linfocitarias que se muestran en la tabla 
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5. La titulación de la cantidad de cada anticuerpo, el control con isotipos de anticuerpo IgG 
y las compensaciones iniciales fueron puestas a punto durante múltiples ensayos hasta la 
obtención de los diferentes paneles.   
 
Tabla 5.  Paneles diseñados para la caracterización de 48 poblaciones linfocitarias 
 
 
 
 
PANEL 
 
       ANTICUERPOS       SUBPOBLACION LINFOCITARIA 
 
1 
 
anti-CD3 FITC, anti-CD56 
PE, anti-CD20 Per-CP vio 
770, anti-CD4 PE vio 770 
y anti-CD8 APC 
 
Linfocitos T (LT): CD3+CD20−CD56 − 
Células T colaboradoras (Th): CD3+CD4+CD20 −CD56 − 
Células T citotóxicas (Tc): CD3+CD8+CD20−CD56− 
Linfocitos B (LB): CD20+CD3− CD56− 
Células asesinas naturales (NK): CD56+CD20−CD3−, CD56dimCD20−CD3− y   CD56brightCD20−CD3− 
Células T NK (NKT): CD3+CD56+CD20−      
 
2 
 
anti-CD45RA Vio green, 
anti-CD39 FITC, anti-
CCR7 PE, anti-CD8 
PerCP, anti-CD127 PE 
Vio 770, anti-CD25 APC y 
anti-CD4 APC vio 770 
 
Células T vírgenes (Tn): CD3+ CD4+ CCR7+ CD45RA+ y CD3+ CD8+ CCR7+ CD45RA+ 
Células T de memoria central (TCM): CD3+ CD4+ CCR7+ CD45RA− y CD3+ CD8+ CCR7+ CD45RA− 
Células T de memoria efectora (TEM): CD3+ CD4+ CCR7− CD45RA− y CD3+ CD8+ CCR7−CD45RA− 
Células T de memoria efectora RA(TEMRA): CD3+ CD4+ CCR7− CD45RA+ y CD3+ CD8+ CCR7− CD45RA+ 
Células T reguladoras (T reg): CD3+ CD4+ CD25high CD127down  
 
3 
 
anti-CD3 FITC, anti-CD27 
PE, anti-CD20 Per-CP vio 
770, anti-CD11b APC y 
anti-CD43 APC vio 770 
 
Células B vírgenes CD20+ (Bn1): CD20+ CD3− CD27− CD43− 
Células B de memoria CD20+ (BMem1): CD20+ CD3−CD27+ CD43− 
Células B1 (B1): CD20+ CD3−CD27+ CD43+ 
Células B1 CD11b+: CD20+ CD3− CD27+ CD43+ CD11b+ 
 
4 
 
anti-CD24 FITC, anti-
CD27 PE, anti-CD38 PE-
vio 770, anti-IgM APC y 
anti-CD19 APC vio770 
 
Células B vírgenes CD19+ (Bn2): CD19+ CD27− IgM+                                   
Células B de memoria CD19+ (BMem2)): CD19+ CD27+ 
     Células B de memoria Class switched (CS BMem): CD19+ CD27+ IgM − 
     Células B de memoria Non-Class switched (NoCS BMem): CD19+ CD27+ IgM + 
Células B inmaduras (B inm): CD19+ CD27 – IgM − 
Células B Transicionales (BTransi): CD19+ CD27 −CD24high CD38high 
Plasmablastos (PB): CD19+ CD24−CD38high IgM – 
Células B reguladoras (B reg): CD19+ CD24high CD27+ y CD19+ CD24high CD27+CD38int  
 
5 
 
anti-CD3 Vio green, anti-
CD27 PE, anti-CD138 
PE-vio 770, anti-CD5 
APC y anti-CD19 APC 
vio770 
 
Células plasmáticas (CP): CD19+ CD3−CD27+ CD138+ 
Células B CD5+: CD19+ CD5+  
 
6 
 
Tinción de superficie: 
anti-CD3 Vio Green y 
anti-CD8 PerCP.  
Tinción intracelular: anti-
IL17A PE, anti-IFN-γ 
FITC y anti-IL2 APC 
vio770 
 
Producción de citocinas  
IFN-γ +, CD3+ CD8− IFN-γ + y CD3+ CD8+ IFN-γ + 
IL2+, CD3+ CD8− IL2+ y CD3+ CD8+ IL2+ 
IL17+ IFN-γ+, CD3+ CD8− IL17+ IFN-γ+ y CD3+ CD8+ IL17+ IFN-γ+ 
 
 
7 
 
Tinción de superficie: 
anti-CD3 Vio Green, anti-
CD161 FITC, anti-CD8 
PerCP, anti-CCR6 PE vio 
770 y anti-CCR4 APC.  
Tinción intracelular: anti-
IL17A PE. 
 
Células Th17 por marcaje de superficie e intracelular 
IL17+, CD3+CD8− IL17+ y CD3+CD8+ IL17+ 
CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ IL17+ 
CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ IL17+ 
CD3+ CD8+CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ IL17+ 
CD3+ CD8+CD161+ CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ IL17+ 
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Para cada panel de tinción exclusiva de superficie (paneles del 1-5), 0.5x106 PBMCs 
se suspendieron en 200 µl de PBS y luego fueron incubadas con el agente de bloqueo de la 
porción FcR del anticuerpo (FcR blocking reagent, Miltenyi Biotec) durante 20 minutos. 
Posteriormente se centrifugaron y se resuspendieron nuevamente en 200 µl de PBS. Se 
incubaron con la correspondiente combinación de FCAs durante 20 minutos. El volumen de 
ACF usado osciló entre 3 y 10 µl.  Después de la incubación se realizaron 2 lavados con 
PBS y las células fueron teñidas con el marcador de viabilidad  4′,6-Diamino-2′-fenilindol 
(DAPI). Después de un último lavado las células fueron sometidas al análisis de 
subpoblaciones linfocitarias.  
Para los paneles con tinción intracelular, 1.0 x106 PBMCs fueron suspendidas en 200 
µl de PBS y estimuladas durante 4 horas con phorbol 12-myristate 13-acetate PMA (100 
ng/ml) y ionomicina Io (1μg/ml) en presencia de brefeldina A (10μg/ml) de Sigma. Después 
de una centrifugación a 1200rpm por 5 minutos las células fueron lavadas con PBS e 
incubadas con el marcador de muerte celular para células que van a ser fijadas: 
LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kit (Termo Fisher Scientific Inc) durante 15 minutos y 
luego con el agente de bloqueo de la porción FcR del anticuerpo durante 20 minutos a 4ºC.  
Después de una centrifugación y lavado con PBS las células fueron teñidas con los 
correspondientes FCAs de los paneles 6 y 7. Posteriormente fueron fijadas y 
permeabilizadas usando el kit INTRACELL-Kit (Immunostep) según las instrucciones del 
fabricante. Después de la permeabilización se realizó la tinción con los FCAs intracelulares 
anti-IL2 APC, IFN-γ FITC e IL-17A PE. Después de un último lavado las células fueron 
sometidas al análisis de subpoblaciones linfocitarias. Todos los FCAs fueron adquiridos a la 
compañía Miltenyi Biotec (Aurbun, CA). 
 
 
3.6.2. Análisis de las poblaciones linfocitarias 
 
Las subpoblaciones linfocitarias y el perfil de citocinas fueron analizadas usando un 
citómetro de flujo MACSQUANT® (Miltenyi Biotec) equipado con 3 láseres de excitación y 8 
canales de detección. Los softwares utilizados para el análisis fueron MACSQuantify 2.5 y 
FlowJo (tree Star). Los histogramas de citometría de flujo fueron generados por amplificación 
logarítmica de la fluorescencia emitida por cada célula viable.  
 
A continuación, se presenta un ejemplo de las plantillas de análisis de las poblaciones 
linfocitarias para cada panel, figuras 9-16. 
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Figura 9.  Plantilla del panel de citometría 1 
La población total de linfocitos fue seleccionada a partir de un plano FSC/SSC (forward scatter/side scatter). Los linfocitos 
vivos fueron seleccionados por la negatividad a DAPI y a partir de ellos se determinaron las poblaciones CD3-CD56-, CD3-
CD56dim (NKdim), CD3-CD56bright (NKbright), CD3+CD56- y CD3+CD56+ (NKT). Partiendo de los linfocitos CD3+CD56- 
aquellos negativos para CD20 fueron clasificados como linfocitos T. A partir de los linfocitos T se seleccionaron los 
linfocitos colaboradores (CD4+) y citotóxicos (CD8+). A partir de los linfocitos CD3-CD56- aquellos que eran CD20+ fueron 
asumidos como linfocitos B. 
 
 
 
Figura 10. Plantilla del panel de citometría 2 
A partir de los linfocitos T colaboradores y citotóxicos se clasificaron los linfocitos TEM (CCR7-CD45RA-) TCM 
(CCR7+CD45RA-) TEMRA (CCR7-CD45RA+) y T vírgenes (CCR7+CD45RA+). A partir de los linfocitos colaboradores, 
aquellos con la combinación CD127downCD25high y CD127downCD25highCD39+ fueron considerados linfocitos T reguladores. 
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Figura 11. Plantilla del panel de citometría 3 
A partir de los linfocitos CD3-CD20+ fueron clasificadas las células B CD20+ como linfocitos B de memoria (CD27+CD43-
), linfocitos B vírgenes (CD27-CD43+) y linfocitos LB1 (CD27+CD43+). A partir de estos últimos se determinó la proporción 
de CD11b+. 
 
 
 
 
 
Figura 12. Plantilla del panel de citometría 4  
Los linfocitos CD19+ fueron seleccionados a partir de los linfocitos vivos. Posteriormente con el doble marcaje IgM y CD27 se 
establecieron las poblaciones: linfocitos B inmaduros (IgM-CD27-), linfocitos B vírgenes (IgM + CD27-), células B de memoria 
con cambio de isotipo (IgM - CD27+) y sin cambio (IgM + CD27+). Partiendo de los linfocitos CD19+IgM- se consideraron 
plasmablastos aquellos que eran CD24–CD38high. A partir de los linfocitos CD19+CD27+ se seleccionaron los linfocitos B 
reguladores como CD24high CD38int. A partir de los linfocitos CD19+CD27- fueron seleccionados los linfocitos B 
transicionales como CD24highCD38high. 
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Figura 13. Plantilla del panel de citometría 5  
A partir de los linfocitos CD19+CD3– se seleccionaron las células plasmáticas como aquellas CD138+CD27+ y los linfocitos 
B CD5+. 
    
 
 
 
 
Figura 14. Plantilla del panel de citometría 6 
Dentro de los linfocitos CD3+CD8- (CD4+) y los linfocitos CD3+CD8+ fueron identificados los linfocitos productores de IL-17, IL-
2, IFN-γ y los doble productores de IL-17 e IFN-γ.   
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Figura 16. Plantilla del panel de 
citometría 7.2  
Dentro de todos los linfocitos 
CD3+CD8- (CD4+) y CD3+CD8+ se 
han identificado los productores de 
IL17 y dentro de ellos se han 
identificado los porcentajes de 
CD161+, CCR4+CCR6+ y CD161+ 
CCR4+CCR6+. Además, dentro de 
todas las poblaciones CD161+, 
CCR4+CCR6+ y CD161+ 
CCR4+CCR6+ se han identificado 
el porcentaje de productores de 
IL17.  
Figura 15. Plantilla del 
panel de citometría 7.1 
Dentro de todos los 
linfocitos vivos se han 
identificado las 
poblaciones CD161+, 
CCR4+CCR6+, CD3+CD8- 
(CD4+), CD3+CD8+ y 
productores de IL17.   
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3.7. Secuenciación masiva de ARN (RNA-seq) 
 
3.7.1. Aislamiento de ARN, preparación de genotecas de ADN copia (ADNc) 
 
Las PBMCs previamente congeladas en nitrógeno líquido fueron descongeladas en un baño 
a 37ºC, incubadas en medio de cultivo RPMI suplementado con SBF al 20% durante una 
noche. Posteriormente fueron centrifugadas, lavadas con PBS y preparadas para extracción 
de ARN total. La extracción de ARN fue realizada con el Maxwell® 16 LEV simply RNA Cells 
kit en la plataforma robótica de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La calidad del ARN fue comprobada en un Bio-analizador Agilent 2100 y el promedio 
del número de integridad del ARN fue de 7.8 (rango de 7-9). Posteriormente la fracción de 
polyA fue purificada y fragmentada, convertida a ADNc de doble cadena y procesada con 
reacciones enzimáticas en secuencia de end-repair, dA-tailing y ligadura de los adaptadores 
de acuerdo al protocolo TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Part # 15031047 Rev. 
D del kit de Illumina. Las genotecas de ligadura de los adaptadores fueron completadas 
mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con los oligonucleótidos PE de 
Illumina. La genoteca de ADNc purificada resultante fue secuenciada en un HiSeq2500 de 
Illumina siguiendo los protocolos del fabricante.  
El análisis de las imágenes, las bases por ciclo y la asignación de calidad fue hecha 
usando el software Illumina Real Time Analysis. La conversión de los archivos BCL de 
Illumina al formato BAM se realizó usando la herramienta Illumina2bam (Wellcome Trust 
Sanger Institute - NPG). Las secuencias simples leídas no alineadas fueron exportadas en 
archivos BAM. La calidad de las lecturas fue codificada usando el standard Qscore Sanger 
encoding (Illumina 1.9, ASCII offset of 33). 
 
 
3.8. Análisis estadístico y bioinformático 
 
3.8.1. Análisis de las variables demográficas  
 
Para las variables demográficas se llevó a cabo un análisis estadístico descriptivo con el 
cálculo de la media y desviación estándar (DE) de cada una de las variables para cada uno 
de los grupos (pacientes y controles) y por subgrupos (NTZ y no-NTZ). Para determinar las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos y subgrupos un valor de p <0.05 
se consideró significativo. Los valores de p fueron calculados usando el test Mann-Whitney 
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para comparación de medias entre dos grupos y el test de Chi-cuadrado para comparar 
proporciones entre dos grupos. 
 
3.8.2. Análisis de las variables clínicas y radiológicas 
 
Para las variables clínicas y radiológicas en los pacientes del estudio, además del análisis 
estadístico descriptivo con el cálculo de la media y DE, se llevó a cabo la verificación de 
diferencias estadísticamente significativas de cada una de las variables entre el valor pre-
tratamiento y a 12 y 24 meses usando el test de Wilcoxon signed Rank para datos pareados. 
El punto de corte para la significación estadística fue establecido como <0.05.   
 
3.8.3. Análisis estadístico sobre las variables de citometría 
 
Para valorar las diferencias significativas de las 48 poblaciones linfocitarias entre los grupos 
control y los pacientes del estudio se usó el test Mann-Whitney para comparación de medias 
entre dos grupos y el nivel de significación estadística se estableció en <0.001 después de 
la corrección de Bonferroni para test múltiples. 
En los pacientes del estudio, para valorar las diferencias significativas de las 48 
poblaciones linfocitarias entre el pre-tratamiento y la muestra tomada a los 6 meses se usó 
el test de Wilcoxon signed Rank para datos apareados con posterior corrección de Bonferroni 
para múltiples test estableciendo el nivel de significación estadística en <0.001. Las 
correlaciones de Spearman (rho) por pares de subpoblaciones fueron determinadas en las 
muestras tomadas antes y a los 6 meses de tratamiento.  
El test Mann-Whitney fue usado para la comparación de medias entre el grupo de 
respondedores y no respondedores al tratamiento para cada una de las variables de 
citometría a estudio en las muestras de 0 y 6 meses y un modelo de regresión binomial 
negativo fue ajustado a los datos de las poblaciones linfocitarias para determinar la 
importancia relativa de cada subpoblación como predictor de respuesta para las variables 
de interés: NEDA-3, NEDA-4, actividad clínica, actividad radiológica y CDP.  Este modelo se 
ajustó con el paquete informático rstanarm208. La media de cada distribución posterior fue 
usada para crear un mapa de color con el paquete pheatmap209. 
Las cuatro variables con mejor significación estadística y mejor correlación con la 
respuesta clínica obtenidas de la primera aproximación estadística fueron usadas para 
construir una representación bidimensional mediante escalado no paramétrico 
multidimensional (Método Seuclidean) y visualizar las diferencias entre pacientes con una 
adecuada respuesta y una mala respuesta al fármaco. 
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Todos estos análisis se llevaron a cabo usando el software matemático MATLAB y el 
lenguaje de programación estadístico R. 
 
3.8.4. Análisis bioinformático sobre los resultados de RNA-seq 
 
La calidad de la secuenciación se analizó con el programa FastQC210. Las lecturas fueron 
alineadas con la última versión del genoma publicada (GRCh38/hg19)211 usando las 
herramientas STAR212 y Samtool 0.1.19.0213. El ensamblaje del transcrito, la estimación de 
abundancia y la expresión diferencial de genes fue calculada con el programa DESeq2214. 
El valor de p estimado fue corregido para los múltiples test de hipótesis usando el método 
de ajuste descrito por Benjamini y Hochberg: False Discovery Rate (FDR). Los genes con 
un FDR igual o menor de 0.05 fueron considerados como genes expresados 
diferencialmente (GEDs).  
Para valorar las diferencias transcripcionales entre los grupos y subgrupos se 
determinaron los GEDs entre los grupos control y los pacientes del estudio, así como entre 
subgrupos. Para valorar el efecto del fingolimod en los pacientes tratados se determinó la 
expresión diferencial de genes entra las muestras pre-tratamiento y las muestras obtenidas 
a los 6 meses. Este mismo análisis se repitió por subgrupos de pacientes de acuerdo con la 
respuesta clínica (subgrupo de respondedores y subgrupo de no respondedores). Para 
buscar posibles predictores de respuesta a tratamiento se determinaron los GEDs entre las 
muestras obtenidas de los pacientes respondedores comparándolos con los de malos 
respondedores en la muestra pre-tratamiento y en la muestra de los 6 meses.  
Adicionalmente, se realizó un análisis de enriquecimiento de grupos de genes 
(GSEA: gene-set enrichment analysis). GSEA es un método computacional disponible 
públicamente que emplea grupos de genes pre-definidos para identificar diferencias 
estadísticamente significativas entre procesos biológicos o bajo condiciones experimentales 
(después de un tratamiento, por ejemplo), lo cual resulta en determinar el sobre o infra-
funcionamiento de una vía celular reconocida o un proceso biológico determinado. En este 
estudio, GSEA fue llevado a cabo usando el software v2.2.1215 obtenido del Instituto Broad 
y siguiendo las directrices de los desarrolladores216.  Se utilizaron los datos de expresión 
diferencial de los pacientes del estudio en las diferentes comparativas como datos de 
entrada. Los grupos de genes que fueron usados en este estudio fueron aquellos disponibles 
como firmas moleculares en la plataforma GSEA bajo la nomenclatura C1 (Canonical 
pathways: Biocarta, KEGG y Reactome) y C5 (GO: Biological process, celular components 
y molecular function).  
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Los GEDs previamente obtenidos se ordenaron según su t-estadística y ese 
ordenamiento se usó como datos fuente para el análisis de enriquecimiento. Todos los 
campos básicos y avanzados fueron completados por defecto y se calcularon el índice de 
enriquecimiento (ES), el índice de enriquecimiento normalizado (NES), el valor de p nominal 
y el FDR.  
El ES refleja el grado en que un conjunto de genes está sobrerrepresentado en la 
parte superior (ES positivo) o inferior (ES negativo) de la lista ordenada de genes. El NES 
es el valor ajustado de ES para las diferencias de tamaño del conjunto de genes y en las 
correlaciones entre los conjuntos de genes y el conjunto de datos de expresión. 
El NES se usó para comparar los resultados del análisis en conjuntos de genes 
seleccionados. El valor de p nominal estima la significación estadística del ES para un único 
conjunto de genes y el FDR es la probabilidad estimada de que un conjunto de genes con 
un NES dado represente un hallazgo falso positivo. Se consideró estadísticamente 
significativo un valor de p <0.05 y un FDR<0.25.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Análisis de grupos de genes 
A la izquierda arriba una representación de los niveles de expresión ordenados de las muestras a estudio. A la izquierda abajo 
una representación de la selección de bibliotecas de grupos de genes. Estos dos elementos de la izquierda se introducen en 
el programa de GSEA y se obtiene una gráfica de enriquecimiento para cada grupo de genes y para cada comparativa en 
cuestión. Adicionalmente se obtienen los datos de los valores ES y NES de todos los grupos de genes analizados.  
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La figura 17 muestra la estrategia de análisis GSEA. En la derecha de la imagen se 
muestran 2 ejemplos de grupos de genes analizados de la biblioteca KEGG. En el primero 
(KEGG_antigen_processing_and_presentation) se observa un enriquecimiento positivo, en 
el cual la mayoría de los genes pertenecientes a este grupo están diferencialmente 
expresados en las muestras del estudio desplazando la curva hacia el lado positivo casi 
completamente y con un FDR calculado menor de 0.25. En el segundo por el contrario 
(KEGG: autoinmune_thyroid_disease) no se evidencia un enriquecimiento positivo o 
negativo de los genes pertenecientes a este grupo, la curva es simétrica y no ha alcanzado 
un FDR significativo  
A partir de este análisis de grupos de genes y para investigar cómo vías o procesos 
metabólicos específicos fueron modulados por la terapia con fingolimod, se usaron los 
modelos de la plataforma wikipaths217 y se representó la regulación diferencial de estas vías  
entre pacientes respondedores y no respondedores usando el programa PathVisio218. Una 
representación gráfica del análisis bioinformático realizado se presenta en la figura 18. 
. 
 
 
Figura 18. Aproximación gráfica al análisis bioinformático 
En la figura se observa una secuencia del análisis bioinformático desde la obtención de los archivos brutos en formato BAM 
hasta el análisis de expresión diferencial y el GSEA. 
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3.9. Validación de resultados de RNA-seq con q-PCR 
 
Para dar validez a los resultados de expresión diferencial obtenidos en la secuenciación 
masiva, se seleccionaron los 10 genes con un nivel de expresión diferencial más significativo 
y que pertenecían a los grupos de genes implicados en la fisiopatología de la enfermedad. 
Los niveles de expresión y la expresión diferencial se validaron mediante PCR cuantitativa 
(qPCR) sobre las mismas muestras que se usaron para la secuenciación masiva.  
Cada muestra de ARN (500 ng) se transcribió de forma inversa con el kit de síntesis 
de ADNc NZY® First-Strand. La qPCR se realizó en un LC480-Roche. Las condiciones de 
reacción consistieron en 6 μl de ADNc, 1 μl de una primer mix a 10 μM y 5 μl de la master 
mix Light Cycler®SYBR green I. Cada muestra se analizó por duplicado para cada reacción 
individual. El programa de PCR consistió en desnaturalización a 95 °C durante 5 min, 45 
ciclos de desnaturalización durante 10 segundos a 95 °C, hibridación durante 10 segundos 
a 60 °C y extensión durante 10 segundos. Se generó una curva de fusión por 
desnaturalización durante 5 segundos a 95 °C, hibridación durante 1 minuto a 65 °C y una 
velocidad de incremento de 0,11 °C / s hasta 97 °C. La expresión de tres genes endógenos 
se usó para normalizar la expresión del gen diana, y la cuantificación relativa se estableció 
usando el método 2-△△Ct 219. En la tabla 6 se muestran los genes objetivo y los genes 
endógenos usados 
 
Tabla 6. Oligonucleótidos usados en la validación de resultados de RNA-seq 
 
Oligonucleótidos de los genes a testar  Oligonucleótidos de los genes endógenos 
Nombre Secuencia 5'3'  Nombre Secuencia 5'3' 
FOXP3-F CAAGGGCCAAGGAAGGG  B2M-F TCTCTGCTGGATGACGTGAG 
FOXP3-R CCAGGCTGATCCTTTTCTGT  B2M-R TAGCTGTGCTCGCGCTACT 
AATF-F TGGAAAAGCAACTCTTCCTGA  TFRC-F CCACCAAACAAGTTAGAGAATGC 
AATF-R ACAAAGGTGGCCCAGAATTT   TFRC-R TGTGGGGAAGGGGCTGT 
GPI-F GCTCGAAGTTGTCAAAACCC  SDHA-F TGGGAACAAGAGGGCATCTG 
GPI-R AAACATGTTCGAGTTCTGGGA  SDHA-R CCACCACTGCATCAAATTCATG 
PSMD9-F TGCGGATCACTGTCACATTC  
PSMD9-R AGTTCGGCTCTGTGAACACC   
TNFSF8-F GGCCCATGACTTCTTGAATG  
TNFSF8-R AACTCACCTGACAACGTCCC  
FCRH1-F GCTATCAAAAACAGCTCGGC  
FCRH1-R AGGTACCATCCCTGACCTGG  
UBASH3A-F TGGAGTTCAGGTCTGTGGCT  
UBASH3A-R TTCCTGCCGGAAAACTACAC  
BCL3-F GCACCACAGCAATATGGAGA   
BCL3-R CCTATACCCCATGATGTGCC  
SSTR3-F GAGGGTGGTCAGCAGTCAG  
SSTR3-R GAGAGGGGACAGCAGAATGA  
MAPK8IP1-F AGCTGATGCCACACTCATCA  
MAPK8IP1-R CTTCGCCTCCCAATTTCAG  
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3.10. Diseño del modelo predictivo 
 
Un modelo predictivo es una herramienta estadística que permite establecer una relación 
entre el comportamiento específico de un sujeto en una muestra y uno o más atributos o 
características del mismo sujeto. El objetivo principal de establecer un modelo es cuantificar 
la probabilidad de que ocurra el mismo comportamiento dados los atributos o variables 
incluidas en el modelo y en lo posible poder predecir el riesgo absoluto de presentar dicho 
comportamiento. Para los modelos predictivos, se debe establecer un equilibrio entre la 
exactitud (precisión) y la simplicidad. Esto se consigue reduciendo el número de 
interacciones y variables al mínimo posible ajustado al tamaño de la muestra, para que los 
modelos puedan reproducirse adecuadamente en poblaciones diferentes de la usada en su 
creación. La elección del tipo de modelo se basa en el tipo de variables a estudiar y el tipo 
de variable objetivo (variable dependiente). En este caso se utilizó un modelo probabilístico 
lineal que se define de la siguiente manera:  
 
𝑌𝑌𝑖𝑖= 𝑥𝑥𝑖𝑖𝑡𝑡 β + 𝜀𝜀𝑖𝑖 
 
El modelo se basa en la distribución de Bernoulli o distribución dicotómica, en el cual 
la variable dependiente puede tomar el valor 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1 para la probabilidad de éxito o 𝑌𝑌𝑖𝑖= 0 para 
la probabilidad de fracaso (para este estudio 𝑌𝑌𝑖𝑖= 0 no respondedor o 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1 respondedor a 2 
años). La distribución de la muestra se ubica en una nube de puntos de tal forma que la 
ubicación de los mismos divide las observaciones en dos grupos según sean 𝑌𝑌𝑖𝑖= 0 o 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1. 
El valor calculado de la recta de regresión mide la probabilidad de que ocurra una adecuada 
respuesta al tratamiento 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1. Valores cercanos a cero tienen una baja probabilidad de 
ocurrencia mientras que valores cercanos a uno indican que existe una alta probabilidad de 
buena respuesta al tratamiento.  
 
Si asumimos que el valor esperado (esperanza) E (𝜀𝜀𝑖𝑖) = 0, se tiene que  
 
𝐸𝐸 (𝑌𝑌𝑖𝑖|𝑥𝑥𝑖𝑖 ) = 𝑥𝑥𝑖𝑖𝑡𝑡 β  (1) 
 
Y además tenemos que 𝑝𝑝𝑖𝑖 es la probabilidad de que 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1 y que la probabilidad de 
que 𝑌𝑌𝑖𝑖= 1 es 1-𝑝𝑝𝑖𝑖. La distribución de 𝑌𝑌𝑖𝑖 estaría dada por:  
 
𝑌𝑌𝑖𝑖~𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵(𝑝𝑝𝑖𝑖) 
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Y su función de probabilidad estaría dada por:   
 
𝑓𝑓(𝑌𝑌𝑖𝑖) = 𝑝𝑝𝑖𝑖𝑌𝑌𝑖𝑖  (1 − 𝑝𝑝𝑖𝑖)1−𝑌𝑌𝑖𝑖    𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑌𝑌𝑖𝑖  [0,1] 
Entonces:  
 
𝐸𝐸(𝑌𝑌𝑖𝑖) = 0 �1 − 𝑝𝑝𝑖𝑖� + 1 ( 𝑝𝑝𝑖𝑖 ) =  𝑝𝑝𝑖𝑖   (2) 
  
Si comparamos (1) con (2) tendríamos: 
 
𝐸𝐸 (𝑌𝑌𝑖𝑖|𝑥𝑥𝑖𝑖 ) = 𝑝𝑝𝑖𝑖 
 
De lo que saldría el teorema:  
 
0 ≤ P (𝑌𝑌𝑖𝑖 ) ≤ 1   y   0 ≤ E (𝑌𝑌𝑖𝑖|𝑥𝑥𝑖𝑖 ) ≤ 1     
Para el diseño del modelo predictivo fueron seleccionadas las variables de citometría 
que obtuvieron una mejor significación estadística para discriminar buenos y malos 
respondedores, así como los genes relacionados con una mejor predicción de respuesta al 
tratamiento y los datos demográficos que se encontraron diferencialmente distribuidos entre 
los dos grupos.  
Se determinó el coeficiente estimado de distribución posterior indicando la media y 
los cuantiles 50% y 95% para cada variable. Se determinó entonces la contribución individual 
de cada predictor dentro del modelo. Se realizó el cálculo del modelo in-sample en el que el 
modelo se ajustó de manera correcta a la evolución conocida de los pacientes incluidos y 
luego se realizó una evaluación de la predicción out-of-sample (validación cruzada quitando 
una variable a la vez y testándola) en la que se computó la aproximación eficiente de PSIS-
LOO (Pareto smoothed importance sampling - leave-one-out cross-validation) al LOO-CV 
exacto para comparar las dos predicciones según se ha publicado para este tipo de 
modelos220 y usando el programa prestablecido del lenguaje R loo221.  
 
 
3.11. Validación del modelo  
 
Una vez diseñado el modelo se realizó la validación del mismo en otras 30 muestras de 
pacientes con las mismas características de los pacientes del estudio. Sobre estas muestras 
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se analizaron únicamente las variables seleccionadas mediante qPCR y se determinó de 
manera ciega la probabilidad de ser buen respondedor usando el modelo diseñado. Se 
determinó el porcentaje de aciertos, la sensibilidad, la especificidad de la prueba, así como 
el valor predictivo positivo.  
 
 
3.12. Resumen gráfico de la metodología   
 
Para resumir el diseño y la metodología del estudio, se ha diseñado la figura 19. 
 
 
Figura 19. Metodología del estudio 
En la parte superior se muestran los datos clínicos y radiológicos recogidos. La flecha azul representa la progresión temporal 
del estudio numerada por meses. Frente a los meses correspondientes se muestran las pruebas clínicas, paraclínicas y la 
recolección de las muestras.  En la parte inferior se esquematiza los análisis de citometría y secuenciación a realizar sobre las 
muestras y la metodología para el análisis de los datos. 
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4. Resultados 
 
 
 
Desde 2012 a 2014 fueron reclutados en la unidad de Neuroinmunología del Hospital 
Universitario Puerta de Hierro de Madrid, un total de 40 pacientes que cumplían todos los 
criterios de inclusión y ninguno de exclusión. Como se mencionó en el capítulo anterior, 
todos los pacientes dieron su consentimiento informado para la realización del estudio.  
El tratamiento se mantuvo durante 1 año para todos los pacientes y fue retirado en 6 
de ellos al completar el primer año. El resto de los pacientes continuaron con el tratamiento 
durante los 2 años de observación. El motivo de la retirada del medicamento en 5 pacientes 
fue la falta de eficacia clínica o radiológica. Todos estos pacientes fueron clasificados como 
no respondedores también en el análisis de 2 años. Fingolimod fue retirado en 1 paciente 
debido a la ocurrencia de una miocarditis viral por el virus de la influenza H1N1. Este evento 
adverso fue notificado a los sistemas de vigilancia de acuerdo a lo que dictan las indicaciones 
de la EMA. No hubo fallecimientos ni retiradas prematuras del estudio por otras razones.  
 
 
4.1. Características demográficas de los pacientes y controles 
 
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la edad y sexo de los pacientes y 
los grupos control. Como era de esperarse los pacientes del grupo control 1 (pacientes sin 
tratamiento previo) tenían una menor duración de la enfermedad, menor puntuación en la 
EDSS y mayor actividad radiológica. Los pacientes del grupo NTZ tenían una mayor duración 
de la enfermedad, mayor número de tratamientos previos y menor actividad clínica y 
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radiológica durante el año previo que los pacientes del grupo no-NTZ. Esto se debe a que la 
indicación del cambio de tratamiento en la mayoría de los pacientes que pasan de NTZ a 
fingolimod no es la falta de eficacia sino problemas de seguridad relacionados con el riesgo 
de leucoencefalopatía multifocal progresiva (LMP) mientras que la indicación de cambio de 
tratamiento en el grupo no-NTZ se relaciona con problemas de eficacia o efectos adversos. 
La siguiente tabla resume las características demográficas basales de los pacientes 
del estudio por grupos y subgrupos de acuerdo al tratamiento previo. 
 
Tabla 7.  Características demográficas de los pacientes y los grupos control.  
  Grupos Subgrupos  
Pacientes 
(n=40) 
Control 1 
(n=10) 
Control 2 
(n=10) 
Grupo NTZ 
(n=18) 45% 
Grupo No NTZ 
(n=22) 55% 
Edad (años) ꬸ  40.63+/-9.67 36,1+/-8,33 37+/-9,27 43.06+/-9.43 39+/-8.42 
Género (% de mujeres) ~ 25 (62,5%) 6 (60%) 6 (60%) 10 (55.5%) 15 (68.18%) 
Duración de la enfermedad (años) ꬸ † 12.2+/-6.39 * 5,6+/-2,50 * - 16.33+/-6.03 * 8.82+/-4.45 * 
Duración de la TME (años) ꬸ   9.58+/-5.58 - - 12.89+/-4.95 * 6.86+/-4.58 * 
Número de TMEs ꬸ 1.95+/-1.06 - - 2.78+/-0.73 * 1.27+/-0.77 * 
TAB basal ꬸ ‡  0.53+/-0.72 0.94+/-0.56 - 0.06+/-0.24 * 0.91+/-0.75 * 
Puntuación EDSS basal ꬸ  2.63+/-1.59 * 0.60+/-0.73 * - 3.17+/-1.68 2.18+/-1.4 
Número de lesiones Gd+ ꬸ 0.38+/-1.03 * 0.80+/-1.01 * - 0+/-0 * 0.68+/-1.32 * 
Volumen de las lesiones Gd+ (cm3) ꬸ  0.27+/-0.89 0.42+/-0.74 - 0+/-0 * 0.49+/-1.16 * 
Número de las nuevas lesiones T2-w ꬸ 0.45+/-0.99 - - 0.22+/-0.73 0.64+/-1.14 
Volumen lesional T2-w (cm3) ꬸ  9.52+/-7.17 5.15+/-4.10 - 9.46+/-7.97 9.56+/-6.64 
Volumen lesional T1 (cm3) ꬸ  1.06+/-1.36* 0.24+/-0.41 * - 1.44+/-1.78 0.75+/-0.81 
 
Nota: Control 1= pacientes con EM que no habían recibido ningún tratamiento (naïve), Control 2= Controles sanos. TAB= tasa 
anualizada de brotes. TME= tratamiento modificador de la enfermedad. ꬸ Los valores son las medias y desviación estándar 
(DE) de cada grupo y subgrupo. * Diferencias estadísticamente significativas. Valor de p <0.05 fue considerado significativo. 
Los valores de p se calcularon usando el test de Mann-Whitney. ~ El valor mostrado es el porcentaje de mujeres en cada grupo 
y en este análisis se usó un test de Chi-cuadrado para comparar las 2 proporciones.  † La duración de la enfermedad fue 
considerada desde el primer brote de EM. ‡ Para la TAB basal solo fue considerado el último año.  
 
 
 
4.2. Respuesta clínica 
 
4.2.1. Tasa anualizada de brotes y actividad clínica 
 
El porcentaje de pacientes libres de brote fue del 75% al final del estudio y no hubo 
diferencias significativas entre los subgrupos. En este estudio, fingolimod redujo 
significativamente la TAB en 42% (de 0.71+/-0.13 a 0.41+/-0.1 p=0.0079) el primer año y en 
86% (de 0.71+/-0.13 a 0.1+/-0.05 p<0.001) el segundo año para todo el grupo. No fueron 
incluidos aquellos brotes que ocurrieron durante los primeros 3 meses desde el inicio de 
fingolimod ya que se atribuían a la suspensión del NTZ. Sin embargo, se observó una 
diferencia en la TAB entre los dos subgrupos (NTZ y no NTZ) durante el primer año. Este 
efecto fue transitorio y en el análisis realizado entre el primer y segundo año no hubo una 
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diferencia significativa entre los dos grupos como se observa en la figura 20. Esto es 
coherente con los estudios previos publicados y se ha relacionado con un aumento del riesgo 
de reactivación de la actividad tras la suspensión de NTZ 206.  
Diez pacientes sufrieron un brote durante el primer año (25%) y solo 2 pacientes 
durante el segundo año (5%) para un total de 13 brotes. Se presentaron 4 neuritis ópticas, 4 
mielitis transversas, 2 síndromes de tronco y 2 síndromes sensitivos. Todos los brotes 
tuvieron una intensidad leve o moderada y no se presentó ningún brote grave. Diez pacientes 
fueron tratados con corticoides como tratamiento sintomático del brote con 1g de 
metilprednisolona IV u oral durante 3-5 días como es habitual.  
 
A.                                                               B.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.  
 
 Tiempos  valores de p 
 Basal 1 año 2 años  Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
TAB        
    Muestra n=40 0.71+/-0.13 0.41+/-0.1 0.1+/-0.05  p=0.0079 p<0.001 p<0.001 
    Grupo NTZ n=18 0.07+/-0.06 0.45+/-0.16 0.09+/-0.07  p=0.0026 p=0.0026 p=0.5136 
    Grupo No-NTZ n=22 1.02+/-0.22 0.42+/-0.14 0.07+/-0.06  p=0.0011 p=0.0010 p<0.00109 
 
Figura 20. Tasa anualizada de brotes y curva de supervivencia 
A. Los datos de TAB se ajustaron al modelo de Poisson de Cero-inflado y la media fue calculada para toda la muestra y por 
subgrupos pre-tratamiento, a 1 y 2 años.  B. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier donde se representa el tiempo al brote 
en toda la muestra y por subgrupos.  C. Tabla con los valores calculados de la media de TAB. Para valorar la significación 
estadística entre dos tiempos, se obtuvieron los valores de p calculando la probabilidad de observar una tasa grupal dada la 
tasa del otro grupo como hipótesis nula.  
 
 
 
4.2.2. EDSS y progresión de la discapacidad confirmada 
 
Como se evidencia en la figura 21, la puntuación media de la EDSS fue estable durante los 
dos años (2.57±1.49 a 2.62±1.71 en un año y a 2.53±1.62 en 2 años) independientemente 
del tratamiento previo y el porcentaje de pacientes que tuvieron CDP fue de 7,5% a un año 
y 12,5% a dos años sin diferencias significativas entre los dos grupos.  
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A.                                                              C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 Tiempos  valores de p 
  Basal 1 año 2 años   Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
EDSS        
    Muestra n=40 2.63+/-1.59 2.68+/-1.73 2.41+/-1.59  p=0.8612 p=0.5353 p=0.412 
    Grupo NTZ n=18 3.17+/-1.68 3.39+/-1.72 3.3+/-1.54  p=0.8754 p=0.8545 p=0.9871 
    Grupo No-NTZ n=22 2.18+/-1.4 2.09+/-1.53 1.71+/-1.27  p=0.5926 p=0.5396 p=0.2435 
% de pacientes con CDP        
    Muestra n=40 - 0.48+/-0.41 0.31+/-0.3  - p=0.0492 - 
    Grupo NTZ n=18 - 0.45+/-0.4 0.3+/-0.31  - p=0.0394 - 
    Grupo No-NTZ n=22 - 0.5+/-0.43 0.33+/-0.3  - p=0.0406 - 
 
Figura 21. EDSS y tiempo a la progresión de la discapacidad confirmada 
A. Media de la puntuación EDSS de toda la muestra y por subgrupos antes de tratamiento y a 1 y 2 años. B. Tabla con las 
medias y DE de cada grupo y tiempo. Los valores de p se calcularon con el test de Wilcoxon para comparar las medias de 
datos pareados en diferentes tiempos (basal 1 y 2 años) y se consideró significativo un valor de p<0.05. C. Curva de Kaplan-
Meier del tiempo a la progresión confirmada para todos los pacientes y por subgrupos.  
 
 
4.2.3. Actividad en la resonancia magnética 
 
Como se muestra en la figura 22, fingolimod redujo significativamente el porcentaje de 
pacientes con actividad en la resonancia (lesiones Gd+ o cualquier lesión nueva o agrandada 
en T2) entre el primero y segundo año pasando de ser un 27,5% a un 14.7% (OR=0,2 95%IC 
0,05-0,78 p=0,03). Durante el primer año, la reducción se observó únicamente en el grupo 
no-NTZ en el que pasó de 40,9% a 31,81% y en el grupo NTZ se presentó un aumento de 
11,1% a 27,7% que volvió a descender a los dos años pasando a ser el grupo con un menor 
porcentaje de pacientes con actividad radiológica (6,6%). El porcentaje de pacientes con 
lesiones captantes de gadolinio fue reducido con el tratamiento para los pacientes en el 
grupo no-NTZ a los dos años con respecto al porcentaje basal desde 31,85% a 5,26% (OR=0 
95%IC 0,0-0,00 p=0,03) y entre el primer y segundo año para todos los pacientes desde 
22,5% a 2,94% (OR=0 95%IC 0,0-0,00 p=0,078). Por subgrupos también se observó una 
reducción significativa del riesgo de lesiones Gd+ entre el primero y los dos años pasando 
desde 22,2% a 0% para el grupo NTZ (OR=0 95%IC 0,0-0,0 p=0,02) y desde 22,72% a 
5,26% para el grupo no-NTZ (OR=0 95%IC 0,0-0,0 p=0,02). No se observaron diferencias 
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significativas en el porcentaje de pacientes con lesiones nuevas o agrandadas en T2 en los 
pacientes ni por subgrupos a 1 ni 2 años.  
                      A.  
  
B. 
 Tiempos  Odds Ratio y valores de p 
  Basal 1 año 2 años   Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
% con actividad en la RM        
    Muestra n=40 27.5 30 14.7  NS OR=0.2 (95%IC:0.05-0.78) p=0.03 NS 
    Grupo NTZ n=18 11.11 27.7 6.66  NS NS NS 
    Grupo No-NTZ n=22 40.9 31.81 21.05  NS NS NS 
% con lesiones Gd+        
    Muestra n=40 17.5 22.5 2.94  NS OR= 0 (95%IC:0-0) p=0.0078 OR= 0 (95%IC:0-0) p=0.03 
    Grupo NTZ n=18 0 22.2 0  NS OR= 0 (95%IC:0-0) p=0.02 NS 
    Grupo No-NTZ n=22 31.81 22.72 5.26  NS OR=0 (95%IC:0-0) p=0.02 OR= 0(95%IC:0-0) p=0.03 
% con lesiones nuevas en T2-w        
    Muestra n=40 22.5 22.5 14.7  NS NS NS 
    Grupo NTZ n=18 11.1 16.6 6.66  NS NS NS 
    Grupo No-NTZ n=22 31.81 27.27 21.05  NS NS 4 NS 
 
Figura 22. Porcentaje de pacientes con actividad radiológica  
A. Porcentaje de pacientes que presentaron diferentes tipos de actividad radiológica en la RM basal, a 1 y 2 
años. Se muestran los porcentajes de pacientes que presentaron al menos 1 lesión captante de gadolinio (Gd+), 
al menos 1 lesión nueva o aumentada de tamaño en T2 (T2w o ambas (Gd+/T2w). B. Tabla con los porcentajes. 
Para el nivel de significación estadística se usó el test de McNemar y se calcularon los Odds ratio, intervalos de 
confianza y valores de p. NS=No significativo estadísticamente 
 
 
 
4.2.3.1. Número y volumen de lesiones Gd+ 
 
El número de lesiones Gd+ fue reducido por fingolimod después de uno y dos años de 
tratamiento para todos los pacientes (de 1.52±0.19 a 1.08±0.16 p<0.001 a 1 año y de 
1.52±0.19 a 0.18±0.07 p<0.001 a dos años). Durante el primer año, al igual que con la 
actividad clínica, se presentó un incremento en el número de lesiones captantes de gadolinio 
en el grupo NTZ (de 0±0 a 0.69±0.2 p<0.001) probablemente por la misma razón que se 
explicó en el apartado 4.2.1. Esta variable volvió a disminuir significativamente hasta 0 a los 
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dos años de tratamiento para este grupo. El volumen de las lesiones Gd+ también fue 
reducido por el tratamiento con fingolimod a los 2 años para todos los pacientes (de 
0.27±0.88 a 0.03±0 p=0.04) y en el grupo no-NTZ (de 0.49±1.16 a 0.05±0.44 p=0.04) y entre 
1 y 2 años para todos los pacientes (de 0.2±0.56 a 0.03±0.16 p=0.01) y en el grupo NTZ (de 
0.3±0.75 a 0.0±0 p<0.001).  Figura 23.  
 
A.                                                                   B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.  
 Tiempos  valores de p 
  Basal 1 año 2 años   Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
N.º de Lesiones Gd+        
    Muestra n=40 1.52+/-0.19 1.08+/-0.16 0.18+/-0.07  p=0.0102 p<0.001 p<0.001 
    Grupo NTZ n=18 0+/-0 0.69+/-0.2 0+/-0  p<0.001 p<0.001 p=0.9981 
    Grupo No-NTZ n=22 1.59+/-0.27 1.27+/-0.24 0.31+/-0.12  p=0.0994 p<0.001 p<0.001 
Volumen de Lesiones Gd+        
    Muestra n=40 0.27+/-0.89 0.22+/-0.56 0.03+/-0.16  p=0.6321 p=0.0141 p=0.0429 
    Grupo NTZ n=18 0+/-0 0.3+/-0.75 0+/-0  p<0.001 p<0.001 p=0.9900 
    Grupo No-NTZ n=22 0.49+/-1.16 0.15+/-0.33 0.05+/-0.22  p<0.001 p=0.2931 p=0.0467 
 
Figura 23. Número y volumen de las lesiones Gd+ 
A y B. Los datos de número y volumen de lesiones Gd+ fueron ajustados al modelo de Poisson de Cero-inflado y la media fue 
calculada para toda la muestra y por subgrupos pre-tratamiento, a 1 y 2 años.   C. Tabla con los valores calculados de la media 
de número y volumen de lesiones Gd+. Para valorar la significación estadística entre dos tiempos, se obtuvieron los valores de 
p calculando la probabilidad de observar una ratio grupal dada la ratio del otro grupo como hipótesis nula. 
 
4.2.3.2. Número de nuevas lesiones T2  
 
No se observaron diferencias significativas en el número de lesiones T2 a 1 año en todos 
los pacientes, pero entre 1 y 2 años se redujo de 2.0±0.22 a 1.41±0.19 (p=0.01) a expensas 
de una disminución significativa en el grupo NTZ (1.91±0.33 a 0.09±0.07 p<0.001). 
Adicionalmente, en número de lesiones nuevas o agrandadas en T2 disminuyó a los dos 
años en el grupo NTZ de 0.78±0.21 a 0.09±0.07 (p<0.001) y en el grupo no-NTZ de 2.5±0.34 
a 1.42±0.25 (p<0.001). Figura 24.  
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A.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
 Tiempos  valores de p 
  Basal 1 año 2 años   Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
N.º de nuevas lesiones T2        
    Muestra n=40 2.05+/-0.23 2+/-0.22 1.41+/-0.19  p=0.0881 p=0.0142 p=0.1532 
    Grupo NTZ n=18 0.78+/-0.21 1.91+/-0.33 0.09+/-0.07  p<0.001 p<0.001 p<0.001 
    Grupo No-NTZ n=22 2.5+/-0.34 1.81+/-0.29 1.42+/-0.25  p=0.0683 p=0.4465 p<0.001 
 
 
4.2.3.3. Carga lesional T2 y T1 
 
A.                                                              B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.  
 Tiempos  valores de p 
  Basal 1 año 2 años   Basal vs 1 año 1 año vs 2 años Basal vs 2 años 
Volumen lesional T2        
    Muestra n=40 9.52+/-7.17 9.64+/-6.85 9.84+/-7.51  p=0.8512 p=0.9498 p=0.9649 
    Grupo NTZ n=18 9.46+/-7.97 9.34+/-7.45 9.64+/-8.1  p=0.8831 p=0.9192 p=0.9869 
    Grupo No-NTZ n=22 9.56+/-6.64 9.88+/-6.49 10+/-7.23  p=0.7126 p=0.8737 p=0.8815 
Volumen lesional T1        
    Muestra n=40 1.06+/-1.36 1.07+/-1.32 1.1+/-1.38  p=0.4302 p=0.7467 p=0.7937 
    Grupo NTZ n=18 1.44+/-1.78 1.41+/-1.73 1.44+/-1.83  p=0.9731 p=0.8669 p=0.8842 
    Grupo No-NTZ n=22 0.75+/-0.81 0.79+/-0.8 0.83+/-0.83  p=0.6429 p=0.9109 p=0.9839 
 
Figura 25. Volumen lesional T2 y T1 
A y B. Los datos son expresados como la media del volumen total lesional en T2 (A) y T1 (B) y la DE por subgrupos pre-
tratamiento, a 1 y 2 años.   C. Tabla con los valores medidos y el cálculo de la significación estadística usando el test de 
Wilcoxon para valores apareados. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo. 
Figura 24. Número de lesiones T2 nuevas o 
agrandadas  
A. Los datos de número de nuevas lesiones en 
T2 fueron ajustados al modelo de Poisson de 
Cero-inflado y la media fue calculada para 
toda la muestra y por subgrupos pre-
tratamiento, a 1 y 2 años.   B. Tabla con los 
valores calculados de la media de número de 
lesiones nuevas en T2. Para valorar la 
significación estadística entre dos tiempos, se 
obtuvieron los valores de p calculando la 
probabilidad de observar una ratio grupal dada 
la ratio del otro grupo como hipótesis nula. 
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No se observaron diferencias significativas en el volumen lesional T1 y T2 a 1 y 2 años en 
los pacientes ni por subgrupos como se muestra en la figura 25.  
 
 
4.2.3.4. Pérdida de volumen cerebral anual 
 
La pérdida de volumen cerebral entre el pre-tratamiento y el primer año calculada mediante 
el método SIENA fue de 0.48 ±0.41 y entre el primero y segundo año fue de 0.31±0.3 con 
una diferencia estadísticamente significativa entre las dos medidas (p=0.04) y sin diferencias 
entre los dos grupos NTZ vs no-NTZ como se observa en la figura 26.                      
 
A.  
 
 
 
B. 
 
 Tiempos  valores de p 
  0-1 año 0-2 años   0-1 año vs 0-2 años 
% PVC     
    Muestra n=40 0.48+/-0.41 0.31+/-0.3  p=0.0492 
    Grupo NTZ n=18 0.45+/-0.4 0.3+/-0.31  p=0.0394 
    Grupo No-NTZ n=22 0.5+/-0.43 0.33+/-0.3  p=0.0406 
 
 
 
4.2.4. Porcentaje de respondedores 
 
La respuesta a tratamiento varía de acuerdo con el sistema utilizado, siendo el más 
restrictivo la determinación del estado NEDA-4 según el cual el porcentaje de respondedores 
calculado fue 27.5% y el más permisivo el Rio Score modificado que clasifica como 
respondedores al 85% de los pacientes a 2 años. Los porcentajes de respondedores se 
muestran en la figura 27. 
Figura 26. Porcentaje de pérdida del 
volumen cerebral anual 
A. Los datos son expresados como la media y 
DE de la pérdida de volumen cerebral anual 
calculada con el método SIENA para toda la 
población del estudio y por subgrupos pre-
tratamiento, a 1 y 2 años.   B. Tabla con los 
valores medidos y el cálculo de la significación 
estadística usando el test de Wilcoxon para 
valores apareados. Un valor de p <0.05 fue 
considerado significativo 
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Los estados NEDA 3 y 4 fueron seleccionados en este estudio como los objetivos de 
respuesta al tratamiento dado que aportan una mayor especificidad. Adicionalmente no se 
encontraron diferencias entre los subgrupos NTZ y no-NTZ en cuanto al porcentaje de 
pacientes que alcanzan una buena respuesta a 1 o 2 años con ninguno de los sistemas 
utilizados.   
 
Tabla 8. Porcentaje de Respondedores de acuerdo a los diferentes criterios de respuesta 
 Grupos  OR y valores de p  
  Muestra n=40 NTZ n=18 No-NTZ n=22   NTZ vs no-NTZ 
Respondedores 1 año      
    NEDA-4 14 (35%) 7 (38.8%) 7 (31.8%)  1.36 (95% IC 0.36-5.02) p=0.64 
    NEDA-3  23 (57.5%) 10 (55.5%) 13 (59%)  0.86 (95% IC 0.24-3.04) p=0.82 
    Río Score  33 (82.5%) 14 (77.7%) 19 (86.3%)  0.55 (95% IC 0.10-2.87) p=0.48 
    Río Score modificado 37 (92.5%) 17 (94.4%) 20 (90.9%)  1.70 (95% IC 0.14-20.42) p=0.67 
Respondedores 2 años      
    NEDA-4 11 (27.5%) 6 (33.3%) 5 (22.7%)  1.70 (95% IC 0.42-6.88) p=0.45 
    NEDA-3  17 (42.5%) 8 (44.4%) 9 (40.9%)  1.15 (95% IC 0.32-4.07) p=0.82 
    Río Score  33 (82.5%) 15 (83.3%) 15 (81.8%)  1.11 (95% IC 0.21-5.76) p=0.90 
    Río Score modificado 34 (85%) 15 (83.3%) 19 (86.3%)  0.78 (95% IC 0.13-4.48) p=0.78 
Nota: La Odds ratio, el intervalo de confianza y los valores de p fueron calculados para comparar las proporciones 
usando el test de McNemar 
 
 
4.3. Citometría de flujo 
 
Todos los porcentajes de poblaciones linfocitarias obtenidos de los experimentos 
mencionados en los siguientes apartados, se encuentran disponibles para su replicación 
junto a las variables de respuesta clínica de todos los pacientes del estudio en el repositorio 
Mendeley222. Los porcentajes de las 48 poblaciones linfocitarias se expresaron con respecto 
al total de las células adquiridas (100.000) o con respecto a otra subpoblación cuando este 
dato es relevante. En ese caso esta subpoblación es expresada entre paréntesis.  
 
Figura 27. Porcentaje de pacientes 
respondedores 
Según los criterios NEDA-4, NEDA3, 
Rio Score y Rio Score modificado los 
pacientes se calcularon los 
porcentajes de pacientes que 
alcanzaron una buena respuesta al 
tratamiento a 1 y 2 años en la totalidad 
de la muestra y por subgrupos de 
acuerdo al tratamiento previo 
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4.3.1. Diferencias entre los pacientes y los grupos control 
 
El perfil celular de los pacientes antes del tratamiento y los grupos control es muy similar y 
solo se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células LB1 
(CD20+CD27+CD43+), el cual es más bajo en los pacientes comparado con los controles 
sanos (figura 28) y está compuesto mayoritariamente por células CD11b+.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No se encontraron diferencias significativas de las poblaciones linfocitarias entre los 
subgrupos excepto en el porcentaje de células B transicionales, el cual es mayor en el grupo 
NTZ que en el grupo no-NTZ como se muestra en la figura 29.  
 
 
 
 
 
En el anexo 3 se muestran los porcentajes de las 48 poblaciones linfocitarias en los 
pacientes y los controles sanos, así como en los subgrupos.  
Figura 28. Porcentaje de linfocitos LB1 con 
respecto al total de linfocitos CD20+  
El valor de p fue calculado usando el test de 
Mann-Whitney para comparar medias entre 
grupos y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni 
Figura 29. Porcentaje de linfocitos B 
transicionales con respecto al total de 
linfocitos CD20+  
El valor de p fue calculado usando el test de 
Mann-Whitney para comparar medias entre 
grupos y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni 
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4.3.2. Efecto celular del fingolimod a 6 meses de tratamiento  
 
En este estudio y de acuerdo a lo previamente publicado169,173,178,223,224, fingolimod afectó a 
todas las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos produciendo una reducción en el 
número de todas ellas y cambios en las proporciones de las poblaciones de manera 
específica y diferencial.  
En líneas generales, se evidenció una disminución en el número absoluto de todas las 
poblaciones linfocitarias en mayor o menor medida, lo cual generó una reorganización de 
los porcentajes de poblaciones y sub-poblaciones linfocitarias. Como se esperaba, la 
población de linfocitos más afectados fueron los linfocitos T, seguido por los linfocitos B, y 
en menor medida los linfocitos NK. 
 
Linfocitos T 
 
Como era esperable, debido al efecto del tratamiento, se observó una disminución 
significativa del número absoluto de linfocitos T (LT) CD3+CD20−CD56 – y células T 
colaboradoras (Th) CD3+CD4+CD20−CD56−. Los linfocitos T citotóxicos (Tc) 
CD3+CD8+CD20−CD56− no disminuyeron en número significativamente.  
Por otro lado, se evidenció un aumento del número de linfocitos NKT (CD3+CD56+).  A nivel 
porcentual dentro de los linfocitos T, disminuyó el porcentaje de linfocitos CD4+ (de 65.1+/-
9.2% a 33,01+/-15.9%) con un aumento relativo de linfocitos CD8+ (de 29.8+/-7.0% a 50,8+/-
12.1%) y una disminución de la relación CD4/CD8 (de 2.39+/-0.9 a 0,75+/-0.84). Figura 30.  
A.                                                                B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Linfocitos T 
A. Recuento de los linfocitos T totales, citotóxicos, colaboradores y NKT antes de después del tratamiento. B. Porcentaje de 
linfocitos T citotóxicos y colaboradores dentro de los linfocitos T antes de después del tratamiento. El valor de p fue calculado 
usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 después 
de la corrección de Bonferroni. 
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Subpoblaciones de linfocitos T  
 
En este estudio, y de acuerdo con los datos previamente publicados, se observó una 
reducción en el número absoluto de linfocitos TCM (CD3+CD4+CCR7+CD45RA- y 
CD3+CD8+CCR7+CD45RA-). Sin embargo, el porcentaje que estas células representan 
dentro de las poblaciones CD4+ y CD8+ no resultó afectado.  
También se redujo el número absoluto de linfocitos T vírgenes 
(CD3+CD4+CCR7+CD45RA+ y CD3+CD8+CCR7+CD45RA+). El porcentaje que representan 
los linfocitos T vírgenes dentro de las células CD4+ disminuyó desde un 46.7+/-14.8% hasta 
un 18.2+/-11.7% y dentro de las células CD8+ disminuyó de un 50.3+/-20.8% a 9.7+/-9.7%.  
 
A.                                                                             B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.                                                                                              D. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Subpoblaciones de linfocitos colaboradores CD4+ 
A y B. Recuento de las subpoblaciones de linfocitos T colaboradores (TEM, TCM, T Vírgenes, TEMRA y T reguladoras) antes 
y después del tratamiento. C y D. Porcentaje que representa cada una de las subpoblaciones dentro de los linfocitos 
colaboradores. El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados y se 
estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. 
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Los linfocitos TEM (CD3+CD4+CCR7-CD45RA- y CD3+CD8+CCR7-CD45RA-) no 
sufrieron una disminución significativa en el número absoluto, pero sí un aumento relativo 
dentro de las poblaciones CD4+ y CD8+ pasando de un 6.4+/-6.6 a 30.7+/-16.7% y de un 
12.2+/-8.8 a un 20+/-19.4% respectivamente. 
Por su parte los linfocitos TEMRA (CD3+CD4+CCR7-CD45RA+ y CD3+CD8+CCR7-
CD45RA+) sufrieron un aumento en número absoluto y también en porcentaje tanto para la 
población de linfocitos CD4+ como CD8+, pasando de ser un 0.9+/-1.9 a ser un 7.4+/-10.4% 
de los linfocitos CD4+ y de un 26.2+/-19.2% a un 59+/-21.7% de los CD8+.  
Los linfocitos T reguladores disminuyeron en número, pero presentaron un aumento 
en el porcentaje que representan dentro de los linfocitos CD4+ desde 3.2+/-1.4 a 7.03+/-
4.2%. En las figuras 31 y 32 se presentan los valores absolutos y porcentajes de las 
subpoblaciones de linfocitos T colaboradores y citotóxicos respectivamente. 
 
A.                                                                     B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Subpoblaciones de linfocitos citotóxicos CD8+ 
A. Recuento de las subpoblaciones de linfocitos T citotóxicos (TEM, TCM, T Vírgenes y TEMRA) antes y después del 
tratamiento. B. Porcentaje que representa cada una de las subpoblaciones dentro de los linfocitos citotóxicos. El valor de p fue 
calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni 
 
Linfocitos B CD20+ 
 
Los linfocitos B CD20+ se vieron disminuidos después del tratamiento con fingolimod siendo 
un 14.2+/-4.9% del total de linfocitos en el pre-tratamiento y un 6.8+/-3.5% en el post-
tratamiento. Está disminución ocurrió a expensas del número absoluto de linfocitos B de 
memoria CD20+ mientras que las poblaciones de linfocitos B vírgenes CD20+ y LB1 
permanecieron sin modificaciones. El porcentaje de linfocitos B de memoria dentro de los 
linfocitos CD20+ también disminuyó de 28,6+/-8,9 a 15,7+/-7,1% con el consecuente 
aumento relativo de los porcentajes de B vírgenes (de 54,5+/-12,8 a 72,7+/-13,5%) y LB1 
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(de 0,82+/-0,6 a 2,69+/-2,1). La población LB1 estuvo mayoritariamente compuesta por 
células CD11b+ y esta población no sufrió modificaciones con fingolimod en este estudio. 
Todos estos resultados se muestran en la figura 33.  
A. B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
C. D.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Recuento y porcentajes de linfocitos B CD20+ 
A y B. Recuento de las subpoblaciones de linfocitos B CD20+ (B vírgenes, B memoria, LB1 y LB1 CD11b+) antes y después 
del tratamiento. C y D. Porcentaje que representa cada una de las subpoblaciones dentro de los linfocitos B. El valor de p fue 
calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni 
 
Linfocitos B CD19+ 
 
En este estudio, fingolimod produjo una disminución en el número de linfocitos B CD19+ a 
expensas de una disminución en el número de linfocitos B de memoria tanto de aquellas 
células con cambio de isotipo o sin él. El porcentaje de linfocitos B de memoria dentro de los 
linfocitos CD19+ disminuyó desde 26.62+/-8.8 hasta 11.5+/-6.6%. La consecuencia fue una 
redistribución porcentual de las subpoblaciones dentro de los linfocitos CD19+ con un 
aumento del porcentaje de linfocitos B vírgenes (de 64.5+/-10.06 a 81.2+/-7.6%), B 
inmaduros (de 3.33+/-1.58 a 5.73+/-2.95%), B transicionales (de 3.24+/-2.51 a 10.38+/-
6.36%), plasmablastos (de 2.93+/-1.45 a 6.72+/-3.9%) y linfocitos CD5+ (de 16.6+/-10.6 a 
27.8+/-9.1%). Figura 34. 
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A.                                                            
 
 
 
  
   
 
 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Linfocitos NK  
 
Los linfocitos NK se vieron poco afectados por fingolimod, lo que es esperable dado que su 
salida del ganglio linfático no depende de la señalización S1P. Por el contrario, se observó 
un aumento relativo del número de linfocitos NK llegando a ser hasta 3 veces el basal 
principalmente en la subpoblación NKdim. Se observó una disminución del porcentaje que 
representan las células NKbright dentro de la población total de NK, pasando de ser un 
12.6+/-8 a ser un 4.9+/-2.7% mientras que las células NKdim sufrieron un aumento 
porcentual pasando de 87.35+/-8 a 94.8+/-2.7% de las NK. Figura 35. 
Figura 34. Subpoblaciones de 
linfocitos B CD19+ 
A y B. Recuento de las subpoblaciones 
de linfocitos B CD19+ (B vírgenes, B 
memoria, B memoria con cambio de 
clase y sin él, B inmaduras, 
transicionales, plasmablastos, células 
plasmáticas y CD5+) antes y después 
del tratamiento. C. Porcentaje que 
representa cada una de las 
subpoblaciones dentro de los linfocitos 
B. El valor de p fue calculado usando el 
test de Wilcoxon para comparar medias 
entre valores apareados y se estableció 
como significativo <0.001 después de la 
corrección de Bonferroni. 
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      A.                                                                                B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Subpoblaciones de linfocitos NK 
A. Recuento de las subpoblaciones de linfocitos NK (dim y bright) antes y después del tratamiento. B. Porcentaje que representa 
cada una de las subpoblaciones dentro de los linfocitos NK. El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para 
comparar medias entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. 
 
 
Células productoras de IL-17 (Th17) 
 
Tradicionalmente las células Th17 se han definido usando el marcador intracelular IL-17. 
Mediante este marcaje intracelular, en este estudio, se encontró que las células Th17 
representan un 1.5+/-1% de los linfocitos antes del tratamiento y que sufren una reducción 
significativa a los 6 meses del tratamiento con fingolimod llegando a valores de 0.5+/-0.4% 
del total de linfocitos independientemente de la subpoblación de linfocitos T CD4 o CD8. Se 
han publicado algunos trabajos en los cuales se postulan marcadores de superficie de 
células Th17 tales como el receptor de tipo lectina-C (CD161)225–228 y la combinación de 
receptores de quimiocinas CCR4 y CCR6229,230 ya que se han relacionado con la producción 
de IL17A e IL-17F y con la expresión del factor de transcripción del receptor del ácido 
retinoico (ROR)- γt . Estos marcadores evitan la fijación y permeabilización celular que 
requiere el marcaje intracelular. Se ha documentado que con la combinación de los 
marcadores CD4, CCR4 y CCR6 el porcentaje de células productoras de IL-17 se encuentra 
entre un 46 a un 75% 148.  
En este trabajo se analizó el porcentaje de células Th17 usando estos marcadores y 
comparándolo con el tradicional marcaje intracelular se observó que el marcaje de superficie 
sobreestima el porcentaje de células Th17. Usando el marcador de superficie CD161, el 
porcentaje de células se multiplicó entre 5 y 20 veces y no hubo una reducción significativa 
con el tratamiento para las células CD4+ ni CD8+. Con la combinación de los marcadores 
CCR4+y CCR6+ la sobrestimación de las células CD4+ fue entre 2 y 6 veces y para las 
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células CD8+ entre 10 y 100 veces. La combinación de los tres marcadores de superficie 
por el contrario se aproximó más a los porcentajes de células encontradas con el marcaje 
intracelular, pero en el caso de las células CD8+ se observó un aumento significativo 
después del tratamiento. Todos estos resultados se resumen en la tabla 9 y a figura 36. 
 
Tabla 9. Marcaje de células Th17 intracelular y de superficie 
 
 CD4+ CD8+ 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento Valor de p Pre-tratamiento 
Post-
tratamiento 
Valor de 
p 
Marcaje intracelular (IL-17+)  0,98+/-0,59 0,28+/-0,23 <0.001 0,23+/-0,21 0,1+/-0,11 <0.001 
Marcaje de superficie (CCR6+CCR4+) 2,73+/-2,43 1,61+/-1,87 0.046 10,73+/-4,38 10,77+/-6,24 0.870 
Marcaje de superficie (CD161+) 6,23+/-2,71 5,26+/-2,43 0.450 1,57+/-1,64 2,07+/-1,19 0.029 
Marcaje de superficie 
(CD161+CCR4+CCR6) 0,55+/-0,58 0,43+/-0,44 0.813 1,02+/-1,3 2,08+/-1,38 <0.001 
 
 
A.                                          B.                                            C.               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Células Th17. Marcaje intracelular vs marcaje de superficie 
A. Porcentaje de células positivas el marcador IL-17 (intracelular) y que co-expresan este marcador con CD4 o CD8 antes y 
después del tratamiento.  B. Porcentaje de células positivas para el marcador CD4 y que co-expresan este marcador con 
CD161, CCR6 y CCR4 antes y después del tratamiento. C. Porcentaje de células positivas para el marcador CD8 y que co-
expresan este marcador con CD161, CCR6 y CCR4 antes y después del tratamiento. La clave de co-expresiones se ha 
representado en la parte inferior de cada gráfico. El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias 
entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni.   
 
Por otro lado, se analizó la presencia de los marcadores de superficie CD161, CCR6 
y CCR4 dentro de la población Th17 definida por marcaje intracelular y se determinó que la 
mayoría de estas células son CD4+ pero menos de un 20% son CD8+. El marcador CD161 
está presente entre el 40 y el 70% y la combinación de marcadores CCR4 y CCR6 entre el 
20 y el 60% de las células Th17. La combinación de los 3 marcadores solo estuvo presente 
en menos del 20 % de las células Th17. No hubo diferencias después de 6 meses de 
tratamiento con respecto al pre-tratamiento en ninguno de los casos. Tabla 10 y figura 37.  
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Tabla 10. Marcadores de superficie dentro de las células productoras de IL-17 
 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento Valor de p 
CD4+ 66+/-12,53 51,65+/-15,82 0,0013 
CD8+ 14,56+/-5,71 17,5+/-11,14 0.0785 
CD161+ 51,85+/-20,06 48,76+/-15,43 0,5297 
CCR6+CCR4+ 30,82+/-11,07 32,95+/-20,75 0,6487 
CD161+CCR6+CCR4+ 5,27+/-3,81 11,11+/-10,53 0,0002 
                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
Todos estos resultados nos permiten concluir que los marcadores de superficie solos 
o en combinación no solo sobreestiman la población Th17, sino que no incluyen todas las 
células Th17 dentro de esa sobrestimación y un gran porcentaje de células productoras de 
IL-17 no son detectadas por esta técnica. Hallazgos similares se han encontrado en 
pacientes con HIV y población IL-17+231. 
Para conocer en qué poblaciones de linfocitos T hay mayor número de células Th17, 
se analizó el porcentaje de células IL-17+ dentro de las poblaciones CD4+, CD8+, 
CD4+CD161+, CD8+CD161+, CD4+CCR6+CCR4+, CD8+CCR6+CCR4+, 
CD4+CD161+CCR6+CCR4+ y CD8+CD161+CCR6+CCR4+.  
Las poblaciones que contenían un mayor porcentaje de células IL17+ fueron la 
población CD4+CCR6+CCR4+ (20-60%) y la población CD4+CD161+CCR6+CCR4+ (20-
40%). De este análisis se puede concluir que los marcadores de superficie de células Th17 
discriminan mejor las células IL17+ dentro de las células CD4+ y peor en las CD8+ como se 
observa en la figura 38 y la tabla 11 a continuación. 
 
Figura 37. Porcentaje que representan 
las células Th17 definidas por 
marcadores de superficie dentro de 
los linfocitos IL-17+ antes y después 
del tratamiento 
El valor de p fue calculado usando el test 
de Wilcoxon para comparar medias 
entre valores apareados y se estableció 
como significativo <0.001 después de la 
corrección de Bonferroni 
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Tabla 11. Porcentaje de células IL-17+ dentro de subpoblaciones CD4+ y CD8+ 
 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento Valor de p 
CD4 1,57+/-1,17 0,99+/-0,6 0.0091 
CD8 1,28+/-0,93 0,68+/-0,69 0.0003 
CD4+CD161+ 7,01+/-3,32 4,27+/-3,33 <0.001 
CD4+CCR6+CCR4+ 34,01+/-22,40 27,34+/-21,05 0.0451 
CD4+CD161+CCR6+CCR4+ 36,08+/-22,66 34,45+/-19,29 0.9234 
CD8+CD161+ 8,28+/-5,64 6,10+/-4,60 0.0347 
CD8+CCR6+CCR4+ 2,56+/-2,47 0,88+/-0,74 <0.001 
CD8+CD161+CCR6+CCR4+ 13,23+/-11,44 5,71+/-5,31 0.0021 
Figura 38. Porcentaje de 
células IL-17+ dentro de otras 
subpoblaciones (coordenada 
Y) antes y después del 
tratamiento  
El valor de p fue calculado 
usando el test de Wilcoxon para 
comparar medias entre valores 
apareados y se estableció 
como significativo <0.001 
después de la corrección de 
Bonferroni 
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Células productoras de IFN-γ 
 
Fingolimod produjo una disminución de los linfocitos productores de IFN-γ en el total de 
células (de 20.7+/-10.6 a 10.3+/-3.63%) y en las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+: 
Dentro del total de células que producen IFN-γ, se observó una disminución del porcentaje 
de células CD4+ pero no de CD8+ como se muestra en la figura 39 y tabla 12. 
 
A.                                                            B.  
 
 
Figura 39. Porcentaje de células productoras de IFN-γ 
A. Porcentaje de células positivas para el marcador intracelular IFN-γ y que co-expresan este marcador con los marcadores de 
superficie CD4 y CD8 antes y después del tratamiento. Porcentaje que representan los linfocitos positivos para IFN-γ dentro 
de linfocitos CD4 y CD8. El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados 
y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni 
 
Tabla 12. Porcentaje de células productoras de IFN-γ 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento Valor de p 
IFN+ 20,71+/-10,64 10,3+/-3,63 <0.001 
IFN+CD4 7,24+/-3,68 1,56+/-1,33 <0.001 
IFN+CD8 9,73+/-6,48 4,27+/-2,27 <0.001 
CD4+ (% de IFN-γ) 48,53+/-11,86 33,71+/-15,46 <0.001 
CD8+ (% de IFN-γ) 31,39+/-12 37,19+/-13,95 0.0982 
 
 
Células productoras de IL-2  
 
En este estudio solo las células CD4+ productoras de IL-2 se vieron disminuidas por el 
tratamiento con fingolimod pasando de 3.5+/-2.2 a 0.8+/-0.9%. La producción de IL-2 por las 
células CD8+ no fue alterada por el tratamiento como se muestra en la figura 40 y tabla 13.  
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   A.                                                              B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Porcentaje de células productoras de IL-2 
A. Porcentaje de células positivas para el marcador intracelular IL-2 y que co-expresan este marcador con los marcadores de 
superficie CD4 y CD8 antes y después del tratamiento. Porcentaje que representan los linfocitos positivos para IL-2 dentro de 
linfocitos CD4 y CD8.     El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre valores apareados 
y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. 
 
 
Tabla 13. Porcentaje de células productoras de IL-2 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento Valor de p 
IL-2+ 8,6+/-9,26 2,72+/-2,75 0.0042 
IL-2+CD4 3,54+/-2,29 0,89+/-0,9 <0.001 
IL-2+CD8 0,61+/-0,53 0,59+/-0,83 0.0238 
CD4+ (% de IL-2+) 85,75+/-8,32 77+/-10,52 0.0017 
CD8+ (% de IL-2+) 10,19+/-7,73 18,13+/-10,41 0.0022 
 
 
 
Células productoras de IL-17 e IFN-γ 
 
No se observó ningún cambio en el número de linfocitos coproductores de IL-17 e IFN-γ 
dentro de las células totales, CD4+ ni CD8+. Dentro de esta población, al igual que en el 
total de linfocitos se observó una disminución porcentual de los linfocitos CD4+ como se 
muestra en la figura 41 y tabla 14. 
Un resumen de las 48 subpoblaciones analizadas y el número de veces en que se han 
aumentado o disminuido sus porcentajes (FC o Fold-change) en respuesta al tratamiento 
con fingolimod se muestran en el anexo 3. 
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A.                                                                    B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Porcentaje de células productoras de IL-17 e IFN-γ 
A. Porcentaje de células positivas para los marcadores intracelulares IL-17 e IFN-γ y que co-expresan estos marcadores con 
los marcadores de superficie CD4 y CD8 antes y después del tratamiento. Porcentaje que representan los linfocitos positivos 
para IL-17 e IFN-γ dentro de linfocitos CD4 y CD8.     El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar 
medias entre valores apareados y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. 
 
 
Tabla 14. Porcentaje de células productoras de IL-17 e IFN-γ 
 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento p-value 
IL-17+IFN-γ+ 0,3+/-0,33 0,41+/-0,3 0.0073 
IL-17+IFN-γ+CD4+ 0,12+/-0,09 0,11+/-0,1 0.5716 
IL-17+IFN-γ+CD8+ 0,16+/-0,15 0,15+/-0,12 0.8317 
CD4+ (% de IL-17+IFN-γ+) 56,65+/-13,12 40,33+/-13,03 <0.001 
CD8+ (% de IL-17+IFN-γ+) 26,02+/-11,68 30,59+/-14,82 0.0029 
 
 
 
 
 
4.3.3. Correlaciones entre las poblaciones celulares antes y después del tratamiento 
 
Se diseñaron 2 matrices de correlaciones de Spearman (Rho Spearman) entre los pares de 
subpoblaciones linfocitarias antes y después del tratamiento. El color rojo fue asignado a la 
correlación positiva y el azul a la correlación negativa. Así mismo se calculó la significación 
estadística para cada correlación y se determinó significativo un valor de p <0.05. Se realizó 
una agrupación no sesgada (clustering) de coeficientes para agrupar tipos de células 
correlacionadas. Aquellas correlaciones estadísticamente significativas fueron resaltadas en 
la matriz de correlaciones con un cuadrado como se observa en las figuras 42 y 43.  
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En las muestras pre-tratamiento, se observaron cuatro grupos de correlación positiva. 
En el primer grupo se observó una correlación entre las células T, las T colaboradoras, T 
vírgenes CD8 y CD4. En el segundo se encontró una correlación entre las células 
productoras de IFN-γ y los linajes CD4, CD8 y las células TEM CD4+. Las células B de 
memoria se correlacionaron con las células B reguladoras en el tercer grupo y en el último 
grupo se agruparon las correlaciones entre las células productoras de IL-2, NKbright, 
plasmablastos y células TEMRA CD8+. Adicionalmente se observaron 2 agrupaciones de 
correlación negativa, un grupo conformado por la correlación negativa entre las células 
NKdim y los plasmablastos y un segundo grupo con la correlación negativa entre las células 
B vírgenes y las células B reguladoras y B de memoria.  
 
 
Figura 42. Correlaciones entre las poblaciones linfocitarias pre-tratamiento  
La matriz indica la correlación entre pares de subpoblaciones celulares antes del tratamiento (rojo: coeficiente de correlación 
Rho positivo, azul: coeficiente de correlación Rho negativo. Los puntos remarcados en negrita indican correlaciones 
estadísticamente significativas valor p <0,05). Se realizó una agrupación no sesgada (agrupación) de coeficientes para agrupar 
tipos de células correlacionadas. 
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En las muestras a los 6 meses de tratamiento, se observó el importante efecto del fingolimod 
con una modificación importante en el perfil de correlaciones y las agrupaciones entre las 
poblaciones como se muestra en la figura 41. Se identificó un grupo importante de 
correlaciones positivas entre las células NKT, TEM y TEMRA CD8+, un grupo más pequeño 
de correlaciones positivas entre las células productoras de IL-17 y los linajes CD4+ y CD8+ 
como era de esperarse y un tercer grupo de correlaciones entre las células T colaboradoras 
y las células B de memoria y reguladoras. Así mismo las células T colaboradoras se 
correlacionaron negativamente con las células B vírgenes y las células NK y las células T 
citotóxicas con las células NK.   
 
 
Figura 43. Correlaciones entre las poblaciones linfocitarias a los 6 meses de tratamiento 
La matriz indica la correlación entre pares de subpoblaciones celulares antes del tratamiento (rojo: coeficiente de correlación 
Rho positivo, azul: coeficiente de correlación Rho negativo. Los puntos señalados indican correlaciones estadísticamente 
significativas valor p <0,05). Se realizó una agrupación no sesgada (agrupación) de coeficientes para agrupar tipos de células 
correlacionadas. Al agruparse, se observan diferencias importantes entre dos matrices (Fig. 40 y 41), lo que indica el fuerte 
efecto del fingolimod sobre las subpoblaciones de linfocitos.  
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4.3.4. Poblaciones linfocitarias como posibles marcadores de respuesta clínica 
 
Como se describió en el apartado 4.2, los pacientes fueron clasificados en respondedores y 
no respondedores de acuerdo a las variables de respuesta simples (actividad radiológica, 
actividad clínica, CDP) y las variables de respuesta compuestas (NEDA 3, NEDA 4, Rio 
Score y Rio Score modificado). La tabla 15 resume el número de pacientes en cada grupo 
según los diferentes objetivos de respuesta. 
 
Tabla 15. Número de respondedores según los diferentes objetivos de respuesta 
 1 año 2 años 
 Respondedores No respondedores Respondedores No respondedores 
Actividad clínica 30 10 32 8 
Actividad Radiológica 29 11 34 6 
CDP 37 3 35 5 
NEDA-3 23 17 17 23 
NEDA-4 14 26 11 29 
Rio Score 33 7 33 7 
Rio Score modificado 37 3 34 6 
              Nota: Todos los análisis fueron hechos por intención de tratar.  
 
A partir de esta clasificación se determinaron las variables de citometría que 
presentaban una diferencia estadísticamente significativa entre los dos grupos. El número 
de pacientes no respondedores según las variables de respuesta progresión de la 
discapacidad, Rio Score y Rio Score modificado fue muy bajo. Esto no permitió establecer 
diferencias estadísticamente significativas entre respondedores y no respondedores.  
Los porcentajes de 4 poblaciones linfocitarias medidas antes del tratamiento 
presentaron diferencias estadísticamente significativas entre respondedores y no 
respondedores (NK bright, NK dim, plasmablastos y células productoras de IL-2) mientras 
que solo 2 poblaciones linfocitarias lo hicieron en la muestra tomada a 6 meses de 
tratamiento (CD8 T vírgenes y células LB1). Las diferencias de cada población se detallan a 
continuación.   
 
Células NK bright  
 
A pesar de comprobar que fingolimod produce una disminución en el porcentaje de células 
NK bright, en este estudio se observó que los pacientes que permanecieron libres de 
actividad clínica, radiológica a 1 año y los pacientes que alcanzaron el estado NEDA 3 y 4 a 
1 y 2 años tenían un mayor porcentaje de células NK bright pre-tratamiento que los no 
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respondedores. Estas diferencias se mantuvieron incluso durante el tratamiento y se observa 
el mismo patrón en las muestras tomadas a los 6 meses de tratamiento.  
 
Células NK dim 
 
Los pacientes respondedores según actividad clínica, radiológica a 1 año y según 
NEDA 3 y 4 a 1 y 2 años tenían un menor porcentaje de células NK dim pre-tratamiento que 
los no respondedores. A diferencia de las células NK bright, en la población de baja 
intensidad (dim), estas diferencias no alcanzaron una significación estadística en la muestra 
tomada a los 6 meses de tratamiento como se observa en la figura 43. 
Las figuras 44 y 45 muestran la distribución diferencial de subpoblaciones de 
linfocitos NK en los pacientes respondedores y no respondedores con datos 
estadísticamente significativos.   
 
A.                                                              B.  
  
 
 
 
  
 
 
 
 
C.                                                                          D.  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Distribución diferencial de células NK bright en los respondedores vs no respondedores  
Diferencias en las muestras obtenidas pre-tratamiento (A y B) y post-tratamiento (C y D). La respuesta fue valorada a 1 (A y C) 
y 2 años (B y D). El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre grupos y se estableció 
como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. Act clin= Actividad clínica. 
Los puntos fuera de los cajones representan outliers. 
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A.                                                                 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45. Distribución diferencial de células NK dim en los respondedores respecto a los no respondedores en la 
muestra pre-tratamiento.   
La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias 
entre grupos y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. 
Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los cajones representan outliers 
 
 
Plasmablastos 
 
Se encontraron diferencias basales en los porcentajes de plasmablastos entre los grupos, 
siendo mayores en el grupo de respondedores a 1 año y 2 años según los criterios NEDA 3 
y 4 y a 1 año teniendo en cuenta la actividad clínica y radiológica.  En la muestra de 6 meses 
estas diferencias se perdieron como se muestra en la figura 46. 
A.                                                                B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Distribución diferencial de plasmablastos en los respondedores vs no respondedores en la muestra pre-
tratamiento.  
La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias 
entre grupos y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. 
Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los cajones representan outliers 
Células productoras de IL-2 
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Como se describió previamente, fingolimod induce una disminución del porcentaje de células 
productoras de IL-2, pero en este estudio se encontró que el valor basal de esta variable fue 
capaz de discriminar entre los pacientes respondedores y no respondedores según su 
estado NEDA-3 a 1 año y NEDA-4 a 1 y 2 años. Se observó también una disminución más 
marcada de esta variable a los 6 meses de tratamiento en los pacientes NEDA-3 comparado 
con los EDA-3 a 1 año como se muestra en las figuras 47 y 48. 
 
A.                                                     B.  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 47. Distribución diferencial de las productoras de IL-2 en los respondedores vs no respondedores en la muestra 
pre-tratamiento.  
La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias 
entre grupos y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. 
Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los cajones representan outliers 
 
A.                                                                   B.  
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 48. Distribución diferencial de las células productoras de IL-2 en los respondedores vs no respondedores en la 
muestra post-tratamiento.  
La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias 
entre grupos y se estableció como significativo <0.001 después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. 
Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los cajones representan outliers 
Células T CD8 vírgenes  
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Las células T vírgenes tanto CD4+ como CD8+ sufren una disminución en número y 
porcentaje después del tratamiento con fingolimod debido a que su salida del ganglio linfático 
es dependiente de la señalización S1P y la expresión de CCR7 en su superficie. Sin 
embargo, se encontró que + esta reducción es más notoria para las células T vírgenes CD8+ 
en los pacientes respondedores que en los no respondedores a 1 y 2 años (NEDA-3 y 4, 
actividad clínica y radiológica) llegando a establecer diferencias estadísticamente 
significativas en los valores de esta variable a los 6 meses de tratamiento. Figura 49. 
 
A.                                                                          B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49. Distribución diferencial de las células T vírgenes CD8+ en los respondedores vs no respondedores   
Diferencias en las muestras obtenidas a los 6 meses de tratamiento. La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor 
de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre grupos y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los 
cajones representan valores atípicos. 
 
 
Células LB1 
 
Las células LB1 sufren un aumento porcentual dentro de la población de linfocitos B debido 
a la disminución de células B de memoria. Sin embargo, ese aumento fue más marcado en 
los pacientes respondedores (NEDA 3 y 4 a 1 y 2 años) que en los no respondedores 
llegando a una diferencia estadísticamente significativa en los porcentajes a 6 meses de 
tratamiento. Figura 50.  
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A.                                                                    B.        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50. Distribución diferencial de las células LB1 en los respondedores vs no respondedores   
Diferencias en las muestras obtenidas a los 6 meses de tratamiento. La respuesta fue valorada a 1 (A) y 2 años (B). El valor 
de p fue calculado usando el test de Wilcoxon para comparar medias entre grupos y se estableció como significativo <0.001 
después de la corrección de Bonferroni. Act RM= Actividad radiológica. Act clin= Actividad clínica. Los puntos fuera de los 
cajones representan valores atípicos 
 
Además de las diferencias entre las medias de las poblaciones se determinó el peso 
de cada subpoblación linfocitaria como posible marcador de respuesta clínica mediante el 
análisis de regresión logística.  
En la figura 51 se representa un mapa de color de coeficientes de regresión logística 
donde se ha asignado el color rojo a una correlación positiva entre el valor de la variable de 
citometría y una buena respuesta al tratamiento y el color azul a una correlación negativa.  
La intensidad de cada color representa la fuerza de la correlación. Se realizó esta 
determinación para cada una de las variables medidas en las muestras pre-tratamiento 
(columnas verde claro) y post-tratamiento (columnas verde oscuro) y su asociación con la 
buena respuesta al tratamiento según los diferentes objetivos de respuesta a 1 año 
(columnas gris oscuro) y 2 años (columnas gris claro). Así por ejemplo el cuadrado de la 
esquina superior izquierda representa la correlación entre el porcentaje de NK bright medido 
antes del tratamiento y el estado EDA-3 a 1 año.  
Al igual que en el análisis simple, en este análisis multivariante las NK bright y los 
plasmablastos pre-tratamiento tienen una correlación negativa con la actividad clínica y 
radiológica, así como con los estados EDA 3 y 4. Las NK dim y los linfocitos CD8 T vírgenes 
por su parte mostraron una correlación positiva. Adicionalmente se encontró una correlación 
positiva entre las células T reguladoras pre-tratamiento y el estado EDA-4 y entre las células 
CD8+CCR6+CCR4+ y los brotes clínicos.  
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En la muestra a los 6 meses de tratamiento, las células NK bright y los linfocitos LB1 
se correlacionan negativamente con la actividad de la enfermedad mientras que se encontró 
una correlación positiva de la actividad de la enfermedad con los porcentajes de células 
productoras de IL-2 y linfocitos CD4+Tvírgenes. 
 
Figura 51. Mapa de calor de coeficientes de regresión logística para la correlación de variables clínicas y variables de 
citometría 
Mapa de calor de los coeficientes de regresión logística para cada una de las subpoblaciones de linfocitos como predictores 
de las variables de respuesta de interés (EDA3, EDA-4, Actividad radiológica, actividad clínica, CDP). Los análisis de 
correlación se determinaron en la respuesta a 1 y 2 años y con la muestra tomada antes y a los 6 meses del tratamiento.  
Los coeficientes se representan utilizando la media de las distribuciones posteriores, indicadas por la escala de colores, con el 
rojo que representa una correlación positiva y el azul que indica la correlación negativa con los predictores (subpoblaciones 
linfocitarias) 
 
A partir de estos dos análisis uni y multivariable se concluyó que la muestra tomada 
en el pre-tratamiento presenta diferencias más significativas entre los grupos de tratamiento 
de acuerdo a la respuesta clínica y radiológica que la muestra tomada a los 6 meses y se 
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seleccionaron 4 poblaciones linfocitarias como candidatos a biomarcadores de respuesta 
clínica: NK bright, NK dim, plasmablastos y células productoras de IL-2.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo a los valores de esas 4 variables pre-tratamiento, se diseñó la siguiente 
representación en 2D mediante escalado multidimensional no paramétrico (método 
Figura 52. Escalado 
multidimensional para 
discriminar respondedores de no 
respondedores 
Representación 2D mediante 
escalado multidimensional no 
paramétrico (método s-euclidiano) 
de los porcentajes de cuatro 
subpoblaciones de linfocitos 
seleccionados medidas antes y 
después de 6 meses de tratamiento 
(NK bright, NK dim, plasmablastos 
y células productoras de IL-2). Se 
muestran los pacientes individuales 
y la distancia del promedio de cada 
condición. 
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Seuclidean) comparando los grupos de pacientes. Cada paciente representa un punto en el 
espacio (en rojo los buenos respondedores y en azul los malos respondedores) y la línea es 
la distancia que lo separa del promedio. Como se puede comprobar, la combinación de estas 
4 variables permite discriminar muy bien los grupos de pacientes NEDA-3 y 4 de los malos 
respondedores a 1 año. A dos años esa diferenciación es menos evidente e incluso a 1 año 
cuando se usan las variables simples, como se muestra en la figura 52. 
 
 
4.4. Resultados de secuenciación masiva RNA-seq 
 
Previo al análisis de expresión diferencial de genes, se realizó un análisis sobre el perfil 
transcriptómico de las muestras de los diferentes grupos con el objetivo de hallar similitudes 
o diferencias esperables entre ellos. Un total de 16818 secuencias fueron filtradas y usadas 
para los análisis diferenciales. En la figura 53 se muestra un análisis de componentes 
principales (PCA) del perfil transcriptómico de las muestras obtenidas de los controles sanos 
(gris), de los pacientes no tratados previamente (amarillo) y de los pacientes del estudio 
antes (azul) y a los 6 meses de tratamiento (verde).  
Se observó que todos los controles sanos, como se esperaba, eran 
transcriptómicamente distintos a los pacientes con EM excepto uno de ellos cuyo perfil 
transcriptómico se acercaba más al de los pacientes con EM recientemente diagnosticados. 
Como no es posible asumir la normalidad de este control se retiró esta muestra del análisis 
(C267).   
Como era también esperable el perfil transcriptómico de las muestras obtenidas de 
los pacientes nunca tratados es muy cercano al perfil de las muestras obtenidas de los 
pacientes del estudio antes del tratamiento ya que comparten el mismo diagnóstico y 
probablemente el mismo perfil inmunológico con algunas diferencias derivadas del uso de 
tratamientos previos o el avance de la enfermedad.  
Por último, es de resaltar la separación de los perfiles transcriptómicos de las 
muestras obtenidas antes y después del tratamiento (azul y verde), lo cual refleja el 
importante efecto del fingolimod sobre la transcripción génica en las células del sistema 
inmune. Los pacientes de los subgrupos NTZ y no-NTZ no mostraron diferencias en el perfil 
transcriptómico antes ni después del tratamiento.   
Todos los archivos de expresión obtenidos de la secuenciación masiva de estos 
experimentos se encuentran disponibles para su replicación en el repositorio oficial del 
National Center for Biotechnology Information (NCBI SRA database) con el número 
SRP132699232. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
ul
ta
do
s 
92 
 
 
 
 
 
4.4.1. Diferencias transcripcionales de los grupos control y los pacientes estudio 
 
El análisis de GEDs entre los controles sanos y los pacientes del estudio (muestras pre-
tratamiento) confirmó una expresión diferencial de 2836 genes. La diferencia principal radica 
en la sobre-expresión de genes implicados en la respuesta inflamatoria en los pacientes con 
respecto a los controles sanos. Genes relacionados con la producción de citocinas como IL-
2, IL-21, IL-17A, IL-23 e IFN-γ están sobre-expresados en los pacientes con EM cuando se 
compara su expresión en controles sanos. Adicionalmente el gen CD40LG, que codifica para 
la proteína del mismo nombre expresada en la superficie de los linfocitos T y encargada de 
la activación de linfocitos B para la producción de citocinas inflamatorias, se encuentra sobre-
expresado en los pacientes con respecto a los controles sanos. El gen que codifica para la 
proteína CCL3, una quimiocina implicada en el reclutamiento de células polimorfonucleares 
a los sitios de inflamación y los genes IRF4, IL-2, BCL-6, IL23A e IL-21 relacionados con la 
diferenciación de células T y B también están sobre-expresados en nuestros pacientes 
respecto a los controles sanos.  
Figura 53. Análisis de 
componentes principales del 
transcriptoma de pacientes y 
controles 
Se muestra un PCA de los 
perfiles de expresión génica de 
todas las muestras: muestras 
obtenidas de los controles 
sanos (gris), muestras 
obtenidas de pacientes sin 
tratamiento previo (amarillo), 
muestras obtenidas de los 
pacientes del estudio pre-
tratamiento con fingolimod 
(azul) y muestras de los 
pacientes del estudio a los 6 
meses de tratamiento con 
fingolimod (verde). Con un 
asterisco se señalan las 
muestras del grupo NTZ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
ul
ta
do
s 
93 
 
               
Figura 54. Diferencias transcripcionales entre los grupos control y los pacientes del estudio.  
A, C y E: Diagramas de volcán (X: nivel de significación estadística en escala logarítmica; Y: Log2 FC) de los GEDs entre las 
muestras obtenidas de los dos grupos a comparar (A: entre pacientes pre-tratamiento y controles sanos. C: entre pacientes del 
estudio pre-tratamiento y pacientes sin tratamiento previo. E. Entre pacientes pre-tratamiento de los grupos NTZ vs no-NTZ). 
B, D y F: Mapa de calor de los FC de los primeros 50 GEDs con agrupación no sesgada automática en cada comparativa (B: 
entre pacientes pre-tratamiento y controles sanos. D: entre pacientes del estudio pre-tratamiento y pacientes sin 
tratamiento previo. F. Entre pacientes pre-tratamiento de los grupos NTZ vs no-NTZ). 
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La comparativa de GEDs entre los pacientes del estudio (muestras pre-tratamiento) 
y el segundo grupo control (los pacientes sin ningún tratamiento previo) confirmó una 
expresión diferencial de 1485 genes, la mitad de los genes que en la comparativa anterior y 
los valores de significación estadística son 10 veces menores. Esto ratifica que las 
diferencias transcripcionales con los controles sanos son mayores que entre pacientes 
diagnosticados de EM en 2 situaciones clínicas distintas.  
Es importante destacar la sobre-expresión del gen IL-2 en los pacientes sin 
tratamiento previo que probablemente vaya en concordancia con la mayor actividad clínica 
y radiológica de estos pacientes dado su reciente diagnóstico. En cuanto a los subgrupos de 
pacientes NTZ y no-NTZ no se encontraron diferencias transcripcionales clínicamente 
significativas en las muestras obtenidas antes del tratamiento. Esto permitió el análisis de 
las muestras en un solo grupo y no por subgrupos de acuerdo a la respuesta clínica.  
 
En la figura 54 se muestran los diagramas de volcán de los GEDs más importantes, 
así como un mapa de color de los primeros 50 GEDs en las siguientes comparativas: entre 
pacientes pre-tratamiento y controles sanos (Figura 54 A y B), entre los pacientes del estudio 
pre-tratamiento y pacientes sin tratamiento previo (Figura 54 C y D) y entre pacientes del 
estudio pre-tratamiento de los grupos NTZ vs no-NTZ (Figura 54 E y F). 
 
 
4.4.2. Efecto transcripcional de fingolimod después de 6 meses de tratamiento 
 
4.4.2.1. Análisis de expresión diferencial  
 
Al realizar el análisis comparativo de las muestras obtenidas antes y después del 
tratamiento se pudo comprobar el importante efecto en el perfil transcriptómico ejercido por 
fingolimod que resultó en la sobre-regulación de 3805 genes y la infra-regulación de 3741 
genes.  
Como era de esperar los genes relacionados con el mecanismo de acción del 
fingolimod como el S1PR1, SELL (CD62L) y CCR7 se encontraron regulados a la baja. Es 
importante recordar que el análisis de expresión diferencial entre las muestras pre y post-
tratamiento se hizo partiendo de la misma cantidad de ARN en cada muestra, lo que significa 
que las diferencias de expresión deben estar en sintonía con los porcentajes de las 
poblaciones celulares. Por ejemplo, debería observarse una disminución en los niveles de 
expresión de genes que codifican para los marcadores de células T y B con un aumento de 
aquellos que lo hacen para las células NK como efectivamente sucedió. Entre los genes más 
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importantes relacionados con las células T, se observó una disminución en los niveles de 
expresión de los genes IL-23A, IL17A, IL17D, CD40, CD40L y CXCR5. También se observó 
una disminución en los niveles de expresión de genes que codifican para marcadores de 
células B principalmente maduras como IRF4, CD19, CD24 y CD27, así como un aumento 
en los genes de los marcadores de células NK como FCGR3A (CD16) y NCAM1 (CD56). 
En el diagrama de volcán de esta comparativa, mostrado en la figura 55, se muestran 
algunos genes expresados diferencialmente después del tratamiento y que están 
relacionados con la respuesta inmune o con la enfermedad.  
A.                                                                 B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Diagrama de volcán y primeros 50 GEDs entre todos los pacientes pre-tratamiento y post-tratamiento 
A. Diagrama de volcán (Y: nivel de significación estadística en escala logarítmica; X: Log2 FC) de los GEDs entre las muestras 
obtenidas antes y después de 6 meses de tratamiento. B. Mapa de calor de los FCs de los primeros 50 GEDs en esta 
comparativa con agrupación no sesgada automática 
 
Al realizar este mismo análisis por subgrupos de acuerdo a la respuesta para ver 
diferencias en los genes regulados por el tratamiento en los pacientes respondedores y no 
respondedores, se ha podido establecer que el número de genes afectados tras 6 meses de 
tratamiento es mayor en los respondedores que en los no respondedores.  
Para este análisis se han dividido los pacientes del estudio en 4 grupos: 
respondedores a un año (NEDA-3 y 4 a 1 año), no respondedores a 1 año (EDA-3 y 4 a 1 
año), respondedores a dos años (NEDA-3 y 4 a 2 años) y no respondedores a 2 años (EDA-
3 y 4 a 2 años). Se analizó el número de genes regulados por el tratamiento en los 4 grupos. 
Se puede observar que en los pacientes respondedores el número de genes regulados es 
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2497 mientras que el número de genes en el grupo de los pacientes no respondedores es 
de 1529. Esta diferencia es más notoria a 1 año y el número de genes compartidos por los 
dos grupos de manera exclusiva es de escasamente 6 genes (2 genes el primer año y 4 
genes el segundo año). Nuestros resultados transmiten la importancia de la transcripción 
génica en la respuesta al tratamiento.   
En la figura 56 se muestra el número de genes regulados por fingolimod en cada 
grupo. En los recuadros rojos y verdes se muestran los 10 genes regulados al alza (rojo) y 
regulados a la baja (verde) que obtuvieron una significación estadística más alta. 
 
 
 
Figura 56. GEDs en respuesta al tratamiento en los diferentes grupos de pacientes de acuerdo a la respuesta clínica  
El diagrama de Venn muestra la superposición del número de GEDs entre las muestras de 0 vs 6 meses (valor de p ajustado 
<0,05) analizando los pacientes por grupos: respondedores y no respondedores (a 1 y 2 años) por separado.  
 
Sin embargo, dado el gran número de genes afectados por el tratamiento se hace 
necesaria una aproximación dirigida y es por esta razón por lo que se estudió el efecto del 
fingolimod mediante un análisis de enriquecimiento de grupo de genes relacionados con vías 
metabólicas y procesos biológicos.  
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4.4.2.2. Análisis de enriquecimiento de vías metabólicas y procesos biológicos GSEA  
 
En un primer análisis se introdujeron los datos de expresión diferencial entre las muestras 
pre y post-tratamiento, así como las muestras de los grupos control en el programa GSEA 
para las principales bibliotecas de genes disponibles: Biocarta, KEGG, Reactome y Gene 
ontology (GO). A continuación, se describen los principales hallazgos de este análisis y en 
la figura 57 se esquematiza con un mapa de calor.  
 
Biocarta 
Biocarta es una plataforma online que provee modelos gráficos de relaciones moleculares 
incluyendo información proteómica y genómica, así como vías y procesos metabólicos 
clásicos. Esta plataforma es actualizada anualmente como parte del NCI (National Cancer 
Institute)233. Usando esta biblioteca, se observó una regulación a la baja estadísticamente 
significativa de los grupos de genes: TGFB, GATA3, CYTOKINE, INFLAMMATION, NKT, 
TH1TH2, IL12, IL17, BCR (receptor de células B) y TCR (receptor de células T) y una 
regulación al alza de los grupos de genes: ERK, PYK2, CCR3, CXCR4, CCR5, 
BCELLSURVIVAL, IL-10, RELA, MAPK, RHO, NKCELLS, RAC1, NFKB Y RAS. En estos 
procesos y vías metabólicas también se observó que el perfil transcriptómico de las muestras 
pre-tratamiento es muy similar al de las muestras de los pacientes sin tratamiento previo con 
excepción de los grupos de genes IL-7, BCR, BCELLSURVIVAL y TCR. Por otro lado, el 
perfil transcriptómico de las muestras post-tratamiento (muestra: verde oscuro de la figura 
57) es muy parecido al perfil de los controles sanos. 
 
Enciclopedia de genes y genomas Kyoto (KEGG) 
KEGG pathway es una colección de procesos metabólicos que representan el conocimiento 
actual de la interacción molecular, las reacciones biológicas y la relación entre las vías 
relacionadas con metabolismo, procesamiento de la información genética a nivel celular, 
procesamiento de la información ambiental, enfermedades humanas y desarrollo de 
fármacos234. En el análisis de enriquecimiento que involucra los grupos de genes de la 
biblioteca KEGG solo un grupo de genes alcanzó un enriquecimiento negativo 
estadísticamente significativo (OXIDATIVE PHOSPHORYLATION) acercando a los 
pacientes al perfil transcriptómico de los controles sanos en este grupo de genes. Por su 
parte, los grupos de genes regulados al alza fueron: COMPLEMENT AND COAGULATION 
CASCADES, CYTOKINE-CYTOKINE RECEPTOR INTERACTION, SPHINGOLIPID 
METABOLISM, TGF BETA SIGNALING, MELANOMA, APOPTOSIS, MAPK SIGNALING, 
FC GAMMA R MEDIATED PHAGOCYTOSIS, NATURAL KILLER CELL MEDIATED 
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CYTOTOXICITY. Estos dos últimos grupos de genes adoptaron un perfil similar a los 
controles sanos después del tratamiento. 
 
 
 
Figura 57. Grupos de genes de las bibliotecas Biocarta, KEGG y Reactome que alcanzaron un enriquecimiento 
significativo  
Mapa de calor de las vías metabólicas y procesos biológicos de cada una de las bibliotecas que están relacionadas con la EM 
y que lograron un enriquecimiento significativo en GSEA (FDR q <0.25). La puntuación de enriquecimiento normalizada (NES) 
está indicada por la escala de colores, el rojo representa el enriquecimiento positivo y el azul indica el enriquecimiento negativo 
en comparación con la mediana de NES para cada vía en todas las muestras. Se muestra el número asignado a cada paciente 
en la primera línea (4, 6, 8, 18, 25, 10, 28, 36, 37, 39), la anotación de clave de color que indica la respuesta clínica a 1 y 2 
años (respondedores: gris oscuro y no respondedores: gris claro) y la muestra (muestras de controles sanos: gris perla, 
muestras de pacientes sin tratamiento previo: azul claro; muestras de los pacientes del estudio antes de iniciar fingolimod: 
verde claro y muestras de los pacientes del estudio a los 6 meses de tratamiento con fingolimod: verde oscuro) 
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Reactome 
Reactome es una base de datos de vías metabólicas y procesos biológicos de organismos 
específicos pero enfocada principalmente en la biología humana y compatible con las 
principales bibliotecas genómicas para estudios bioinformáticos235. Con el GSEA de la 
biblioteca Reactome, se encontró una regulación al alza de los grupos de genes: 
SIGNALING TO ERK, SIGNALING TO RAS, ERK MAPK TARGETS, SPHINGOLIPID 
METABOLISM, PI3K AKT SIGNALING, SIGNALING BY RHO GTPASES, COMPLEMENT 
CASCADE, INNATE IMMUNE SYSTEM y CD28 COSTIMULATION.  
Estos últimos tres procesos biológicos fueron modulados transcripcionalmente por 
fingolimod hacia un perfil similar al de los controles sanos. Las vías de la biblioteca Reactome 
regulados a la baja por fingolimod fueron: MHC CLASS II ANTIGEN PRESENTATION, 
NCAM1 INTERACTIONS, ADAPTIVE IMMUNE SYSTEM, DOWNSTREAM TCR 
SIGNALING, TCR SIGNALING, ANTIGEN PROCESSING CROSS PRESENTATION, 
SIGNALING BY TGF BETA, SIGNALING BY THE BCR, ACTIVATION OF NFKB IN B 
CELLS, DOWNSTREAM SIGNALING OF B CELL RECEPTOR.  
 
Gene Ontology (GO) 
Los grupos de genes de esta colección se derivan de las anotaciones de Gene Ontology 
(GO)236. GO es un esfuerzo de colaboración para desarrollar y utilizar ontologías para 
respaldar la anotación biológicamente significativa de genes y sus productos y sus 
asociaciones con los genes humanos. Una anotación GO consiste en un término GO 
asociado a una referencia específica que describe el trabajo o análisis sobre el que se basa 
la asociación entre un término GO específico y un producto genético.  
Un producto genético puede estar asociado con uno o más términos GO. Cada 
anotación también incluye un código de evidencia para indicar cómo se admite la anotación 
a un término particular. Los términos GO de la colección pertenecen a una de las tres 
ontologías GO: función molecular (MF), componente celular (CC) o proceso biológico (BP), 
y la colección se divide en subcolecciones en consecuencia.  
En este estudio, el análisis de enriquecimiento de grupos de genes usando esta 
biblioteca generó resultados estadísticamente significativos en un mayor número de grupos 
de genes que otras bibliotecas y eso dificulta el análisis dirigido así como puede representar 
un aumento de la sensibilidad y una disminución de la especificidad en el caso de 
experimentos con bajo número de muestras. Para facilitar la visualización de los grupos de 
genes enriquecidos se ha omitido en el análisis las muestras de los grupos control.  
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A diferencia de las otras bibliotecas, en este caso de realizó la agrupación de los grupos de 
genes obteniendo 7 grupos regulados a la baja y 3 grupos regulados al alza en respuesta a 
fingolimod. 
 
Los grupos de genes regulados a la baja se agruparon de la siguiente manera:  
1. Grupos de genes relacionados con la proliferación, diferenciación y activación 
celular B 
2. Grupos de genes relacionados con estimulación y activación de linfocitos T 
3. Grupos de genes relacionados con la diferenciación de linfocitos T y la regulación 
de la producción de citocinas 
4. Grupos de genes relacionados con el MHC I y II y la producción de inmunoglobulinas 
5. Grupos de genes relacionados con la diferenciación y activación de linfocitos NK 
6. Grupos de genes relacionados con la producción de citocinas  
7. Grupos de genes relacionados con la migración linfocitaria y la quimiotaxis.   
 
Los grupos de genes regulados al alza se agruparon como se detalla a continuación:  
1. Grupos de genes relacionados con la regulación de la respuesta inflamatoria y la 
regulación de la producción de citocinas  
2. Grupos de genes relacionados con la regulación de los procesos efectores y la 
respuesta inmune innata  
3. Grupos de genes relacionados con la citotoxicidad mediada por células NK  
4. Grupos de genes relacionados con la regulación de la migración linfocitaria y la   
     quimiotaxis 
 
Como se observa en la figura 58, hay una clara tendencia a la regulación al alza de 
mecanismos antinflamatorios y a la regulación a la baja de las vías inflamatorias en 
respuesta a 6 meses de tratamiento con fingolimod.  
 
En un subanálisis se analizaron los grupos de genes que fueron enriquecidos post-
tratamiento exclusivamente en los grupos de pacientes respondedores y no respondedores. 
Se observó que el número de grupos de genes enriquecidos es mayor en el grupo de 
respondedores (n=9) que en el de no respondedores (n=4). Los pacientes respondedores 
presentan regulación al alza del metabolismo de esfingolipidos, grupos de genes 
relacionados con las células NK y la respuesta inmune innata mientras que en el grupo de 
no respondedores están regulados al alza los grupos de genes relacionados con la actividad 
de las quimiocinas, la via S1P3 y los receptores acoplados a proteína G. Figura 59.  
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Figura 58. Grupos de genes de la biblioteca GO que alcanzaron un enriquecimiento significativo 
Mapa de calor de las vías metabólicas y procesos biológicos de la biblioteca Gene Ontology que están relacionadas con la EM 
y que lograron un enriquecimiento significativo en GSEA (FDR q <0.25). La puntuación NES está indicada por la escala de 
colores, el rojo representa el enriquecimiento positivo y el azul indica el enriquecimiento negativo en comparación con la 
mediana de NES para cada vía en todas las muestras. Se muestra la anotación de clave de color que indica cada paciente o 
sujeto de control (EM sin tratamiento previo o controles sanos), respuesta clínica a 1 y 2 años y muestra (0, 6 meses, paciente 
sin tratamiento previo o control sano) 
 
A.                                                                          B.  
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Grupos de genes que alcanzaron un enriquecimiento significativo exclusivamente en los respondedores o 
no respondedores 
Un sub-análisis de grupos de genes enriquecidos exclusivamente en los pacientes respondedores (A) y no respondedores (B) 
después del tratamiento  
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Un resumen de los valores ES, NES, valores de p y FDR de los principales grupos de genes 
relacionados con la respuesta inmune se presenta en el anexo 4.   
 
 
4.4.2.3. Análisis de vías metabólicas y procesos biológicos específicos durante el 
tratamiento con fingolimod.  
 
Se analizó de manera detallada la acción del fingolimod sobre los genes que pertenecen a 
la vía de señalización de S1P, así como las principales vías metabólicas que presentaron 
una regulación estadísticamente significativa en la mayoría de las bibliotecas. Las vías 
escogidas fueron: Inflamación, producción de citocinas, diferenciación Th1, Th2 y Th17, 
señalización IL-17, señalización TCR y BCR, diferenciación de linfocitos B, presentación 
antigénica, células NK, apoptosis, complemento y respuesta al estrés oxidativo. 
Usando el programa PathVisio como se describió en los métodos, se realizó el dibujo 
de las diferentes vías de las bibliotecas con apoyo de la literatura como se detallará en cada 
uno de ellos a continuación.  
El cambio en los niveles de expresión de los genes fue mapeado en color desde rojo 
para genes regulados al alza hasta azul para los genes regulados a la baja en respuesta a 
fingolimod después de 6 meses de tratamiento. Para cada gen, el cambio en los niveles de 
expresión se calculó para 5 subgrupos (todos los pacientes, pacientes NEDA al año, 
pacientes NEDA a los 2 años, pacientes EDA al año y pacientes EDA a los 2 años) para 
determinar la regulación diferencial entre respondedores y no respondedores.  
 
 
Vía del fosfato de esfingosina 1.  
Como era de esperar, los niveles de expresión de genes relacionados con el mecanismo de 
acción del fingolimod y la migración linfocitaria tales como S1PR1, SELL, CCR7, SPHK1 y 
SPHK2 fueron regulados a la baja después de 6 meses de tratamiento.  
Al analizar específicamente la vía de señalización del S1P, se observó una regulación al alza 
de los genes que codifican para los receptores S1PR3 y S1PR5, probablemente en 
respuesta a la regulación a la baja del gen del receptor S1PR1. También se observó una 
regulación al alza de los genes que codifican para las MAPKs 3 y 7 que están implicados en 
la diferenciación y proliferación celular. Se observó un efecto apoptótico a través de la 
regulación a la baja de los genes GNAI1y NOS3 implicados en la supervivencia celular y la 
inhibición de la apoptosis. Por último, a través de la inhibición de gen NFKB en respuesta a 
la activación de GNA15 se supondría un efecto en la disminución de las fibras de estrés y la 
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maduración de células T.  En el análisis diferencial de esta vía de acuerdo a la respuesta 
clínica la única diferencia encontrada fue la regulación del gen MAPK3 después de 6 meses 
de tratamiento, el cual se encontró regulado al alza únicamente en los pacientes 
respondedores (log2FC 0.83, p=0,005 a 1 año y log2FC 0.79, p=0,01 a 2 años) y sin cambios 
significativos en los pacientes no respondedores a 1 y 2 años como se muestra en la figura 
60. 
 
 
Figura 60. Regulación de la vía S1P tras 6 meses de tratamiento con fingolimod 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización S1P de wikipaths 
y el programa PathVisio para el esquema.  
 
 
 
Efecto antinflamatorio 
En este estudio se pudo comprobar que el tratamiento con fingolimod ejerce una regulación 
a la baja de los genes implicados en la co-estimulación T y B vía CD27/CD70 237,238 como 
los genes CD40, CD40LG, CD27, CD28 y CD70. Así mismo se observó una disminución en 
la expresión de los genes implicados en las respuestas Th1 y Th2 como IL2, IL4, IL2RA, 
IL2RG e IL5. Se evidenció un aumento de la expresión del gen que codifica para la molécula 
co-estimuladora de linfocitos T CD86 y del gen que codifica para el receptor del factor de 
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necrosis tumoral TNFRSF1A que ejerce un efecto regulador de la inflamación y anti 
apoptótico mediante la estimulación de NFKB. 
 Con este análisis se pudieron observar diferencias en la regulación de los genes 
IL17A y FoxP3 de acuerdo a la respuesta clínica, siendo regulados a la baja de manera 
significativa únicamente en los respondedores a un año (log2FC -2.90, p= 1.59x10-11 para 
IL-17A; log2FC -1.27, p= 0.0001 para CD28 y log2FC -1.74, p= 1.98x10-6 para FoxP3) y 2 
años (log2FC -3.28, p= 1.36x10-13 para IL-17A; log2FC -1.44, p= 8.66x10-6 para CD28 y 
log2FC -1.76, p= 1.69x10-12 para FoxP3). Figura 61.  
 
 
 
Efecto sobre la producción de citocinas 
Los genes implicados en la producción de citocinas y la codificación de receptores de 
citocinas se vieron afectados en respuesta al fingolimod. Entre los genes de este grupo 
regulados a la baja se encontraron CD4, IL6, IL2RA, IL12A, TRB, TRA, IL2, IL5, CSF2, IL4, 
IL7 e IL10 RB. Los genes de la vía de las citocinas que fueron regulados al alza por 
fingolimod tienen que ver con las funciones antinflamatorias principalmente, por ejemplo, se 
observó la regulación al alza de los genes IL10, IL10RA, IL10RB e IL15. También se vieron 
Figura 61. Regulación de la 
vía inflamatoria tras 6 
meses de tratamiento con 
fingolimod 
* Genes con diferencias 
estadísticas entre 
respondedores y no 
respondedores. Se usó la ruta 
de señalización: 
“inflammatory response” de 
Wikipaths y el programa 
PathVisio para el esquema.  
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regulados al alza los genes IL1B y CXCL2 implicados en la quimiotaxis de monocitos y 
macrófagos potenciando la respuesta inmune innata, quizá en respuesta a una menor 
función de la respuesta inmune adaptativa.  Al analizar las diferencias en la regulación 
genética de esta vía en los pacientes respondedores y no respondedores no se encontraron 
diferencias significativas como se aprecia en la figura 62.  
 
 
 
Figura 62. Regulación de la vía de las citocinas tras 6 meses de tratamiento con fingolimod  
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización: “Cytokines and 
inflammatory response” de Wikipaths y el programa PathVisio para el esquema.  
 
 
Efecto sobre la diferenciación de Th17, producción y señalizacion de IL-17 
La vía de la IL-17 es muy importante en la patogénesis de a EM y se observó un 
enriquecimiento negativo en el GSEA en respuesta al tratamiento con fingolimod. Por esta 
razón fue estudiada de manera particular encontrando regulación a la baja significativa de 
los genes que inducen la producción de IL-17 como los que codifican para IL-23A, IL-21, IL-
6 así como de los factores de transcripción asociados a la producción de IL-17 como son 
RORC, IRF4 y BATF. Así mismo se observó una regulación a la baja de genes que codifican 
para los productos de las células Th17 como las citocinas IL-17A, IL-17D, IL-17E e IL-17F. 
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En cuanto a la señalización intracelular inducida por IL-17 no se encontró una regulación 
inducida por fingolimod excepto en los genes ya mencionados en otras vías como el gen de 
la MAPK3 y el NFKB1. 
En esta vía se observaron diferencias en la regulación de los genes IL17A y RORC 
de acuerdo a la respuesta clínica, siendo regulados a la baja de manera significativa 
únicamente en los respondedores a un año (log2FC -2.90, p= 1.59x10-11 para IL-17A y 
log2FC -1.64, p= 0.001 para RORC) y 2 años (log2FC -3.28, p= 1.36x10-13 para IL-17A y 
log2FC -0.85, p= 0.04 para RORC). Estos hallazgos se aprecian en la figura 63. 
 
Figura 63. Regulación de la vía de la IL-17 tras 6 meses de tratamiento con fingolimod 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “IL-17 signaling 
pathway” de wikipaths adaptado a la diferenciación Th17 y el programa PathVisio para el esquema.  
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Efecto sobre la diferenciación Th1 y Th2 
En este estudio se pudo comprobar que la señalización vía S1P está implicada en la 
diferenciación linfocitaria T, ya que después del tratamiento se observó una disminución 
significativa de la expresión de BCL11B y GATA3 implicados en la diferenciación de Th2. A 
pesar de una disminución de las citocinas Th1, se evidenció un aumento en la expresión del 
gen implicado en su diferenciación IL-15 como se ve en la figura 64. De esto se deduce que 
la disminución en la producción de citocinas Th1 es secundaria a la disminución en el número 
de células y no en un efecto directo sobre la diferenciación.   
 
 
Figura 64. Regulación de la diferenciación Th1/Th2/Th17 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “Th1/Th2/Th17 
differentiation” de wikipaths y el programa PathVisio para el esquema.  
 
 
 
Efecto sobre la señalización del BCR y los receptores BAFF y APRIL: Supervivencia 
y diferenciación de linfocitos B 
El efecto del fingolimod sobre los linfocitos B ha sido muy importante en este estudio. Los 
genes relacionados con los estadios más tempranos de las células B como CD10 (MME), 
CD34 y CD38 presentaron un aumento en sus niveles de expresión en concordancia con el 
aumento de los porcentajes de células B inmaduras y transicionales. De la misma forma, los 
genes relacionados con marcadores de células productoras de anticuerpos como CD38 y 
CD138 (SDC1), se encontraron regulados al alza en correlación con el aumento porcentual 
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de plasmablastos y células plasmáticas. Por el contrario, los marcadores de células B 
maduras de memoria como CD27 y CR2(CD21) se encontraron regulados a la baja después 
de 6 meses de tratamiento de acuerdo con la reducción del porcentaje de células B de 
memoria tanto switched como no switched.  
.  
 
 
Figura 65. Regulación de la vía de señalización del receptor de linfocitos B y los receptores BAFF y APRIL 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se adaptó la ruta de señalización “BCR  
signaling pathway” de wikipaths a partir de la revisión de la literatura239,240 y el programa PathVisio para el esquema.  
 
En condiciones normales, la diferenciación desde células B vírgenes en el ganglio linfático 
está regulada por una serie de factores de transcripción que se inhiben mutuamente para 
dar lugar al perfil de células productoras de anticuerpos o al de células B de memoria. A 
través de la señalización del BCR y el CD40L se activa el gen IRF4 que estimula la 
transcripción de los genes PRDM1 (Blimp-1) y XBP1 indispensables para la diferenciación a 
células plasmáticas. Por otro lado, a través de la señalización IL-21-STAT3 se produce una 
activación de los genes PRDM1 y XBP1 produciendo un efecto sinérgico con IRF4. Para la 
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diferenciación a células B de memoria, es necesaria la activación de los genes que 
mantienen el fenotipo de célula B madura que son los genes PAX5, BACH2 e IRF8239. En 
este estudio, se encontró que a pesar de la regulación a la baja de los factores de 
transcripción implicados en la diferenciación a células plasmáticas (IRF4 y STAT3), la 
pérdida de la inhibición de los genes PRDM1 y XBP1 debida a la disminución en los niveles 
de expresión de los genes PAX5 y BACH2 inclinó la balanza hacia la diferenciación a células 
plasmáticas y no hacia la diferenciación a células B de memoria como se puede apreciar en 
la figura 65 
Adicionalmente, se observó la regulación a la baja del gen que codifica para uno de 2 
componentes del BCR, el gene CD79A, así como de los genes que codifican para el 
complejo de regulación co-estimulatoria del BCR: CD19, CD81, CD22 y CR2. La vía de 
señalización del BCR está implicada en procesos de progresión del ciclo celular, anti-
apoptosis, proliferación de linfocitos B mediante las vías MAPK3-MYC y PI3K-AKT-FOXO1. 
En nuestro estudio los genes de estos 2 factores de transcripción (MYC y FOXO1) 
presentaron una regulación a la baja de sus niveles de expresión, así como los genes que 
codifican para las proteínas de la familia BCL2 implicadas en los procesos anti-apoptóticos 
de los linfocitos B. Tanto la señalización del BCR como de los receptores para BAFF y APRIL 
en el linfocito B, están implicadas en los procesos de supervivencia celular a través de los 
factores de transcripción NFKB1, NFKB2, REL y RELA240,241. Todos los genes que codifican 
para estos factores de transcripción se encontraron regulados a la baja después del 
tratamiento con fingolimod. El gen APRIL se encontró up-regulado únicamente en los 
respondedores y el gen de su receptor BCMA regulado a la baja únicamente en los no 
respondedores. 
 
Efecto sobre la presentación antigénica  
Fingolimod no indujo cambios significativos a nivel de los genes relacionados con la 
inducción, el complejo de carga de péptido (PLC) o las proteínas de choque térmico 
implicadas en el ensamblaje del MHC I en el retículo endoplásmico y la regulación al alza de 
esta vía en el análisis de GSEA se deba probablemente al potente efecto de fingolimod en 
los receptores de las células CD8 y NK, pero no a un aumento en la síntesis de proteínas 
del MHC I. Se observó una regulación al alza de los genes relacionados con la incorporación 
de antígenos en los endosomas y endolisosomas pero sin desencadenar un aumento en la 
síntesis de proteínas del complejo MHC II debido probablemente a una regulación a la baja 
de los genes que codifican para los factores de transcripción RFX5 y CIITA242,243. Los genes 
que codifican para las moléculas del MHC II HLA-DOA y HLA-DQA1 también se vieron 
regulados a la baja en respuesta a fingolimod como se muestra en la figura 66.  
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Figura 66. Regulación de la vía de la presentación antigénica 
*Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se adaptó la ruta de señalización a partir del 
KEGG 04612 y revisión de la literatura usando el programa PathVisio para el esquema.  
 
 
Efecto sobre la señalización del receptor de linfocitos T 
Como se aprecia en la figura 67, fingolimod no solo produjo una disminución significativa de 
los niveles de expresión del marcador de linfocitos T CD4 sino también de los genes que 
codifican para el complejo del TCR llamado TCR/CD3: TRA, TRB, CD3D y CD3E y de las 
moléculas co-estimuladoras del TCR: CD28 e ICOS. La vía de señalización del TCR también 
se vio modificada tras el tratamiento con fingolimod a través de la regulación a la baja de 
NFATC1, un factor nuclear de células T activadas implicado en la activación linfocitaria para 
la producción de citocinas IL-17, IL-6, IL-4. La respuesta inflamatoria ante estímulos como 
producción de citocinas, radicales libres, radiación o infecciones controlada por la 
transcripción de NFKB1 y REL también se vio regulada a la baja en respuesta a fingolimod. 
No se vieron diferencias en la regulación de esta vía entre los respondedores y no 
respondedores excepto para el gen MAPK3 que ya ha sido mencionado previamente en 
relación con otras vías metabólicas.  
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Figura 67. Regulación de la vía de señalización del receptor de linfocitos T 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “TCR 
signaling pathway” de wikipaths y el programa PathVisio para el esquema. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
ul
ta
do
s 
112 
 
Efecto sobre la vía de señalización de las células NK 
Fingolimod indujo una regulación al alza de todos los genes que codifican para los receptores 
en las células NK tanto para los activadores de la citotoxicidad como para los inhibidores. 
Dentro de los receptores activadores regulados al alza se encontraron: el complejo 
2B4/CD226 (DNAM1), TRAIL (TNFSF10), el receptor NK similar a la lectina (KLRA1P), el 
receptor NCR NKp4y6 (NCR1), los receptores de la familia CD94/NKG2 NKG2C y NKG2D 
y las moléculas CD56 y CD16 (NCAM1 y FCGR1A).  
En cuanto a los receptores inhibidores se evidenció una regulación al alza de los 
genes que codifican para la familia de receptores de NK tipo inmunoglobulina (KIRs) 
KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 y KIR3DL3 así como el gen de la familia 
CD94/NKG2 NKG2A. La señalización intracelular de las células NK tambien se vió modulada 
por fingolimod por la regulación al alza de la mayoría de los genes que codifican para los 
miembros de la familia Src que son un grupo de tirosina quinasas que son esenciales para 
la activación de los mecanismos de citotoxicidad244,245.  
 
 
Figura 68. Regulación de la vía de señalización de las células NK  
+ Genes que codifican para los receptores activadores de la respuesta NK. – Genes que codifican para los receptores 
inhibidores de las NK. Se diseñó la ruta de señalización en el programa PathVisio a partir de 2 artículos publicados244,245.  
 
Los pasos finales de esta vía previos a la activación/inactivación de la citotoxicidad a 
través de RAC-MAPK se encontraron tambien reguladas positivamente con la salvedad de 
que el gen MAPK3 presentó dicha regulación al alza unicamente en los pacientes 
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respondedores y esta diferencia fue significativa como se mencionó en anteriores vías 
metabólicas. Figura 68 
. 
Efecto sobre la apoptosis 
El número de genes implicados en la muerte celular programada es muy alto y hay diversidad 
de genes pro-apoptóticos y anti-apoptóticos, siendo mayor el número de genes implicados 
en la activación de la muerte celular. En este estudio, se han analizado 42 genes pro-
apoptóticos y 21 genes anti apoptóticos y el cambio en sus niveles de expresión en respuesta 
a fingolimod, como se muestra en la figura 69.   
 
 
 
Figura 69. Regulación de la apoptosis 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “Apoptosis” de 
wikipaths y el programa PathVisio para el esquema. 
 
De los 42 genes pro-apoptóticos estudiados, el 31% (13 genes) fueron regulados al 
alza y el 21% (9 genes) fueron regulados a la baja tras 6 meses de tratamiento, mientras 
que de los 21 genes anti-apoptóticos estudiados el 24% (7 genes) sufrieron un aumento en 
sus niveles de expresión y solo el 10% (2 genes) disminución. De lo anterior se puede 
suponer que el efecto linfopénico del fingolimod, no solo está relacionado con la retención 
de las células dentro del ganglio linfático, sino que también tiene que ver con procesos de 
inducción de muerte celular programada. Esto podría explicar otro mecanismo de inducción 
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de linfopenia durante el tratamiento con fingolimod. No se observan diferencias entre los 
respondedores y no respondedores en los genes implicados en la apoptosis.  
 
Efecto sobre la vía del complemento 
El sistema de complemento fue uno de los grupos de genes enriquecidos en este estudio, y 
en el análisis detallado 9 genes mostraron una regulación estadísticamente significativa. Se 
observó la regulación al alza de 4 genes de la vía alternativa (CFP, C3, C3B y CFD), un gen 
de la vía clásica (C1QG) y 1 gen del complejo de ataque a membrana (C9) así como la 
regulación a la baja de DAF (CD55), un gen que inhibe la convertasa C3 previniendo la 
activación de la vía clásica. Por otro lado, al analizar la vía de las lectinas, se observó una 
regulación a la baja de los genes MASP1 y MASP2, probablemente en respuesta a una 
sobre-activación de las vías clásica y alternativa.  
Al comparar la regulación de la vía del complemento en los subgrupos de acuerdo a 
la respuesta al tratamiento se pudo comprobar que los genes C3, C3B, CFD y CFP están 
significativamente regulados al alza a los 6 meses de tratamiento exclusivamente en el grupo 
de respondedores a 1 y/o 2 años (C3: log2FC 1.92, p= 1,89x10-16 a 1 año; C3B: log2FC 1.62, 
p= 4.39x10-10 a 1 año; CFD log2FC 3.54, p= 1.52x10-8 a 1 año y log2FC 3.43, p= 1.10x10-9 a 
2 años; CFP: log2FC 1.41, p= 2.89x10-6 a 1 año y log2FC 1.37, p= 8.66x10-6 a 2 años) como 
se muestra en la figura 70. 
 
Figura 70. Regulación del sistema de complemento 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “complement 
activation” de wikipaths adaptado según la literatura246 y el programa PathVisio para el esquema. 
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Efecto sobre el estrés oxidativo 
El análisis detallado de la vía implicada en la respuesta al estrés oxidativo se pudo 
comprobar que fingolimod produce un potente efecto antioxidante mediante la regulación al 
alza de genes que codifican para la mayoría de los agentes antioxidantes como MTX1, 
HMOX1, GPX1, GCLC, NQO1, GSR, MGST1, CAT, SOD1, SOD2 y SOD3; genes implicados 
en la inhibición de oxidasas como CYBA y MAOA; genes implicados en la inducción de 
agentes antioxidantes mediante la activación del factor tisular como SP1 y NFE2L2.  La única 
diferencia encontrada entre el efecto transcriptómico de fingolimod entre respondedores y 
no respondedores en esta vía fue una mayor regulación a la baja del gen antioxidante FOS 
exclusivamente en los no respondedores a 2 años (log2FC 1.05, p= 0,04) como se observa 
en la figura 71.  
 
 
 
Figura 71. Regulación de la respuesta al estrés oxidativo 
* Genes con diferencias estadísticas entre respondedores y no respondedores. Se usó la ruta de señalización “oxidative stress” 
de wikipaths y el programa PathVisio para el esquema. 
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4.4.3. Marcadores genéticos pre-tratamiento 
 
El perfil de expresión génica pre-tratamiento se comparó entre los pacientes que alcanzaron 
una buena respuesta y aquellos que fueron clasificados como no respondedores a uno y dos 
años de seguimiento. Fueron identificados 128 genes que mostraban una expresión 
diferencial estadísticamente significativa entre los dos grupos cuando la respuesta fue 
valorada a 1 año de seguimiento, con 35 genes sobre-expresados y 93 genes con una 
expresión significativamente más baja en los pacientes respondedores que en los no 
respondedores.  
Al evaluar la respuesta a 2 años, 33 genes se encontraron diferencialmente 
expresados entra los respondedores y no-respondedores. Doce genes estaban sobre-
expresados en los respondedores mientras que 21 genes estaban infra-expresados. En el 
anexo 5 se encuentran los niveles de cambio y significación estadística de los genes 
expresados diferencialmente en estas comparativas.  
En este estudio se pudo comprobar que los pacientes respondedores a 1 y 2 años 
presentaban una sobre-expresión de genes inflamatorios y una infra-expresión de genes 
antinflamatorios pre-tratamiento comparados con los pacientes no respondedores. Los 
pacientes respondedores en este estudio tienden a ser más “activos” inmunológicamente 
que los no respondedores. 
Específicamente se observó un sobre-expresión basal de genes relacionados con la 
activación de la respuesta linfocitaria T y la diferenciación a Th1 y Th17 (TNFSF8247 y 
SPP1248), con la secreción de inmunoglobulinas (GPI:Neuroleuquina249), con la quimio-
atracción de linfocitos T (CXCL9250,251), genes que codifican para citocinas inflamatorias 
como IL-21, IFNG, IL-17, SPP1 y un gen inhibidor de la apoptosis como el AATF252. 
Adicionalmente se observó una sobre-expresión basal de 3 genes relacionados con 
la activación de mecanismos reguladores (FOXP3253, GBP1254 y TNFRSF9255), un gen 
relacionado con el reciclaje de proteínas aberrantes producidas durante la respuesta inmune 
pertenecientes principalmente al MHC clase I (PSMD9256) y 2 genes protectores contra el 
estrés oxidativo (TXNRD1257 y PPM1G) en los pacientes respondedores a 1 año comparado 
con los no respondedores.  
Por otro lado, los pacientes respondedores presentaron significativamente menores 
niveles de genes inhibidores de la respuesta Th1 y la activación de la vía NFkB (BCL3258, 
FOXj1259,260, NFKBIZ100,10 y UBASH3A261), inhibidores de la respuesta Th17 (TCL1A262), 
inhibidores de la señalización del BCR como DOK3263,264 y los receptores de 
inmunoglobulinas FCRL1265 y FCRL2266, genes encargados de coordinar la tolerancia 
inmune a los autoantígenos (BCL3267, FOXj1268,  NFKBIZ 269 y FOXO3270,271) y genes que 
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contribuyen a la regeneración de células T reguladoras (CR1272) y producción de IL-10 
(NFKBIZ273). Los genes inflamatorios infra-expresados en respondedores tienen que ver con 
la cronificación de la inflamación (LEP274, MMP2275) y con la respuesta inmune innata como 
el quimio-atrayente de neutrófilos CXCL5157,276, el inflamasoma NRLP1277 y la quinasa 
JAK3278. La figura 72 esquematiza estos hallazgos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En las siguientes figuras se muestran los diagramas de volcán y mapas de calor de 
niveles de expresión los genes expresados diferencialmente en la muestra pre-tratamiento 
entre los grupos de respondedores frente a los no respondedores a 1 y 2 años (Figura 73).  
 
 
 
 
 
 
Figura 72. Genes anti-inflamatorios vs inflamatorios pre-tratamiento  
Genes sobre e infra-expresados en los pacientes respondedores a 1 y 2 años en la muestra pretratamiento. En rojo se 
muestran los genes inflamatorios y en azul los genes anti-inflamatorios.  
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A.                                                                      B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
C                                                                      D.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 73. Diagrama de volcán y primeros 50 GEDs pre-tratamiento entre respondedores y no respondedores. 
A y C. Diagrama de volcán (X: nivel de significación estadística en escala logarítmica; Y: Log2 FC) de los GEDs entre 
respondedores y no respondedores a 1 y 2 años respectivamente. B y D. Mapa de calor de los FCs de los primeros 50 GEDs 
en esta comparativa con agrupación no sesgada automática para 1 y 2 años de seguimiento respectivamente,  
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4.4.4. Marcadores genéticos a los 6 meses de tratamiento 
 
La expresión diferencial de genes a los 6 meses fue mucho menos evidente, con un número 
menor de genes y unos niveles mucho menores de significación estadística. Esto sugiere 
una unificación de los niveles de expresión de las células, así como de las vías y procesos 
metabólicos durante el tratamiento.En los pacientes respondedores a un año solo 2 genes 
estuvieron sobre-expresados y 4 genes infra-expresados comparados con los no 
respondedores.  
Los pacientes que obtuvieron una buena respuesta a 2 años mostraron una 
sobrexpresión de 39 genes y una infra-expresión de 12 genes cuando se compararon con 
los malos respondedores. En cuanto a los genes diferencialmente expresados, podemos 
decir que los pacientes respondedores presentaban mayores niveles de expresión de genes 
relacionados con la presentación antigénica, principalmente a través del MHC tipo II como 
los genes, CD74279, HLA-DRB6, HLA-DRA, HLADRB1 y HLA-DPB1.  
También se observó una mayor expresión de genes relacionados con procesos anti-
inflamatorios mediante la inhibición de la activación T y B como el gen LAG3280, mediante la 
modulación de la cascada inflamatoria de la respuesta inmune innata como el gen ANXA1281 
o a través de la activación de células T reguladoras y la supervivencia celular como el gen 
ADA2282.  
Algunos genes inflamatorios también se encontraron sobre-expresados en pacientes 
respondedores en la muestra tomada a los 6 meses, como es el caso del gen anti-apoptótico 
SGK1283, el mediador pro-inflamatorio implicado en procesos de autoinmunidad IDO2284 y el 
gen de la sintaxina 1 (STX11285).  
Por otro lado, este grupo de pacientes presentó niveles de expresión más bajos del 
gen que codifica para el marcador de células T reguladoras activadas LRRC32286 y para el 
factor plaquetario IRF4 implicado en la diferenciación de linfocitos B287.  En las siguientes 
figuras se muestran los diagramas de volcán y mapas de calor de niveles de expresión los 
genes diferencialmente expresados en la muestra tomada a los 6 meses de tratamiento entre 
los grupos de respondedores frente a los no respondedores a 1 y 2 años (Figura 74).  
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A.                                           B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.                                                   D.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5. Validación de los datos de expresión de los marcadores por qPCR 
 
Nueve de los diez GEDs que fueron seleccionados para la validación por qPCR mostraron 
una expresión consistente entre los resultados de qPCR y RNA-seq. El único gen que no 
alcanzó la significación estadística de expresión diferencial en la q-PCR fue el PSMD9. Esta 
validación se realizó para comprobar que los resultados de expresión obtenidos mediante la 
tecnología NGS son extrapolables a los resultados de una qPCR convencional que es mucho 
más accesible a la práctica clínica habitual dada su rapidez y bajo costo. Un resumen de los 
niveles de expresión de los genes más representativos y la validación de qPCR se muestran 
en la tabla 16. 
 
Figura 74. Diagrama de volcán y primeros 50 GEDs a los 6 meses de tratamiento entre respondedores y no 
respondedores.  
A y C. Diagrama de volcán (X: nivel de significación estadística en escala logarítmica; Y: Log2 FC) de los GEDs entre 
respondedores y no respondedores a 1 y 2 años respectivamente. B y D. Mapa de calor de los FCs de los primeros 50 GEDs 
en esta comparativa con agrupación no sesgada automática para 1 y 2 años de seguimiento respectivamente. 
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Tabla 16   Comparativa de datos de expresión diferencial usando NGS y qPCR 
Respuesta clínica a 1 año de tratamiento 
 NGS de ARN (RNA-seq) q-PCR 
 Media de los niveles de expresión log2 FC ꬸ p-value*  
valor de p adj 
~ Ratio de expresión relativa † FC ¶ 
valor de p 
‡ 
 Pacientes NEDA  Pacientes EDA     Pacientes NEDA  Pacientes EDA  
  
          
FOXP3 3.26+/-0.42 1.67+/-0.49 1,14 1,48E-05 0,007 0.0099+/-0.0082 0.0013+/-0.0015 7,46 0,001 
AATF 25.8+/-2.06 18.71+/-0.45 0,46 1,68E-05 0,007 0.0220+/-0.0094 0.0195+/-0.0314 1,12 0,047 
CXCL9 7.93+/-2.32 0.44+/-0.89 4,15 1,47E-05 0,007     
GPI 25.6+/-2.78 18.4+/-0.84 0,47 0,00016 0,03 2.5499+/-3.5412 1.940+/-2.6596 1,31 0,023 
PSMD9 18.29+/-1.08 12.88+/-1.44 0,68 0,00044 0,048 6.3500+/-0.1652 4.8713+/-5.8970 1,3 0,063 
TNFSF8 84.69+/-18.07 43.51+/-17.92 1,01 0,00033 0,044 2.0279+/-2.1090 1.1060+/-1.1371 1,83 0,001 
IL21 55.97+/-40.57 16.28+/-6.88 1,78 0,00041 0,048     
IFNG 8628.55+/-3645.31 
3857.11+/-
689.08 1,21 0,00026 0,038 
    
IL17A 32.06+/-10.47 8.35+/-3.88 0,46 2,43E-05 0,008     
FCRL1 0.74+/-0.31 2.79+/-1.33 -1,88 7,78E-06 0,005 0.0610+/-0.0656 0.1521+/-0.1718 ˗2.49 0,048 
UBASH3A 1.01+/-0.18 2.72+/-1.33 -1,45 1,20E-05 0,006 0.2476+/-0.2377 0.1900+/-0.2422 1,3 0,051 
BCL3 3.13+/-0.83 7.5+/-2.58 -1,33 2,20E-05 0,008 0.0144+/-0.0239 0.0406+/-0.0374 ˗2.82 0,032 
SSTR3 0.39+/-0.11 0.97+/-0.37 -1,16 1,37E-05 0,019 0.0002+/-0.0001 0.0008+/-0.0010 ˗3.60 0,032 
MAPK8IP1 0.55+/-0.09 1.03+/-0.26 -1,17 4,93E-05 0,014 0.0010+/-0.0037 0.0020+/-0.0018 ˗1.93 0,002 
FCRL2 0.35+/-0.32 1.55+/-0.76 -2,16 9,19E-05 0,023     
LEP 0.16+/-0.07 0.74+/-0.69 -3,1 0,00018 0,034     
NLRP1 9.83+/-2.19 17.38+/-3.99 -0,82 0,00036 0,046     
 
Nota: ꬸ El log2FC es la relación logarítmica de los valores de expresión de un gen en dos condiciones biológicas diferentes en 
este caso, el estado de NEDA frente al estado de EDA. * El nivel de significación estimado (valor p) de la expresión génica 
diferencial se calculó con DESeq2 que usa una distribución binomial negativa. Los valores de p se corrigieron para tener en 
cuenta la prueba de hipótesis múltiples mediante el ajuste de tasa de descubrimiento falso (FDR) de Benjamini y Hochberg. 
Los genes con un FDR menor o igual a 0.05 se seleccionaron como expresados diferencialmente. † Expresión relativa de los 
genes diana respecto a tres genes de referencia usando el método de 2 △△ Ct. ¶ El FC es la relación de los valores de expresión 
génica. El valor de p se calculó usando la prueba t para comparar los niveles de expresión. 
 
 
 
4.6. Selección de marcadores y construcción del modelo predictivo 
 
Los hallazgos en la citometría y el análisis transcriptómico indicaron una clara separación 
entre los pacientes respondedores y no respondedores usando unos pocos marcadores. 
Para proporcionar una herramienta de predicción fácil de usar en la práctica clínica habitual 
se ajustó el aporte de cada uno de esos marcadores en un modelo lineal probabilístico como 
se describió en los métodos y se evaluó la contribución de cada variable a la predicción.  
 
 
Figura 75. Contribución de cada una de 
las variables 
Distribución posterior de cada una de las 
variables al modelo. Un valor negativo en la 
distribución posterior indica una correlación 
negativa entre la respuesta NEDA y la 
variable y un valor positivo una correlación 
positiva.  
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Las variables seleccionadas para el modelo que discriminaban bien a los 
respondedores y no respondedores fueron: 2 subpoblaciones de linfocitos (NK bright y 
plasmablastos), 3 genes (FOXP3, FCRL1 y GPI) y 2 variables clínicas (EDSS y género). En 
la figura 75 se presenta la contribución de cada una de las variables al modelo. Las variables 
con una correlación positiva con el estado NEDA fueron: niveles de expresión de FOXP3 y 
GPI, porcentaje de plasmablastos y NKbright y género (mujer) y las variables con una 
correlación negativa fueron: niveles de expresión de FCRL1 y puntuación basal en la EDSS. 
Los coeficientes lineales de distribución posterior de cada una de las variables son 
normalizadas e introducidas en el modelo de Bernoulli como una sumatoria de variables y el 
resultado es una probabilidad entre 0 y 1 de que dicho paciente sea NEDA a 2 años. El 
siguiente esquema (figura 76) representa el diseño del modelo probabilístico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Al introducir los valores de las variables de los 10 pacientes usados para la secuenciación 
masiva en el modelo tenemos una predicción cercana a 1 en las muestras de los pacientes 
NEDA (Rojo) y cercana a 0 en las muestras de los pacientes EDA (Azul) como se ve en la 
figura 77. 
Figura 76. Diseño del modelo probabilístico 
Las variables genéticas, de citometría y clínicas son normalizadas e introducidas en la ecuación. El resultado es una 
probabilidad de éxito entre 0 y 1. 
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Para evaluar la predicción se realizó el cómputo exacto de la aproximación eficiente 
de PSIS-LOO y LOO-CV27, que se realiza sacando cada muestra para la reconstrucción del 
modelo y testándola fuera de este. Se demostró que el modelo tiene una capacidad de 
acertar las predicciones fuera de la muestra en prácticamente la totalidad de los 
experimentos. La comparativa entre el desempeño del modelo con todas las muestras y sin 
cada una de ellas se muestra en la figura 78.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 78. Verificación out-of -sample 
Se muestra la probabilidad de ser NEDA 
para cada una de las muestras dentro del 
modelo (In-sample: azul) y fuera del 
modelo (out-of-sample: negro) con una 
concordancia cercana al 100%. 
Figura 77. Verificación del modelo en 10 muestras del 
estudio  
Los valores de las variables de cada uno de los 10 pacientes 
fueron introducidos en el modelo y su probabilidad de ser NEDA 
fue calculada.  
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4.7.  Validación del modelo predictivo 
 
Una vez diseñado el modelo se realizó la validación en las 30 muestras restantes. Se realizó 
la cuantificación relativa de los niveles de expresión de las muestras mediante q-PCR como 
se comentó en la sección de materiales y métodos. En el anexo 6 se muestran los datos de 
la cuantificación de los niveles de expresión de cada uno de los genes diana y los genes de 
referencia, así como el cálculo de la cuantificación relativa y los datos de citometría obtenidos 
previamente (muestras a testar en el modelo y variables asociadas a cada muestra). La 
siguiente tabla compara los resultados de expresión génica obtenidos mediante 
secuenciación masiva frente a qPCR en los tres genes escogidos para el modelo. Las 
muestras usadas en ambos casos fueron las obtenidas en el pre-tratamiento con fingolimod.  
  
Tabla 17. Comparativa entre los niveles de expresión de NGS y q-PCR 
 Discovery NGS (RNA-seq) n=10   Validación q-PCR n=30 
 Media de niveles de expresión       Ratio de expresión relativa †    
Gen Respondedor (n=4) 
 
No-
respondedor 
(n=6) 
 log2 FC 
ꬸ p-value*  
valor de p 
adj ~ 
  Respondedor 
(n=8) 
No-
respondedor 
(n=21) 
FC ¶  valor de p ‡ 
FOXP3 3.26+/-0.42  1.67+/-0.49       0,03+/-0,04 0,22+/-0,22 7,3 
 0.005 
GPI 25.6+/-2.78  18.4+/-0.84  0.47 0.00016 0.03   2,21+/-1,4 10,31+/-10,51 4,6 
 0.012 
FCRL1 0.74+/-0.31  2.79+/-1.33  -1.88 7.78E-06 0.005   0,69+/-0,81 0,14+/-0,14 -4,9 
 0.024 
Nota: ꬸ El log2FC es el log-ratio de una expresión génica en 2 condiciones biológicas diferentes, en este caso respondedores 
vs no respondedores. * El nivel de significación estadística (p-value) de la expresión diferencia de genes fue calculado con el 
programa DESeq2, el cual usa una distribución binomial negativa. ~ Los valores de p fueron corregidos mediante el ajuste para 
test de múltiples hipótesis usando la tasa de falsos positivos de Benjamini and Hochberg o false Discovery rate (FDR) 
adjustment. Se asumió que los genes con un FDR menor o igual a 0.05 estaban expresados diferencialmente expresados. † 
la expresión relativa de los genes a estudio respecto a 3 genes de referencia se calculó usando el método 2-△△Ct. ¶ El FC es la 
ratio de los valores de expresión génica. ‡ El valor de p fue calculado usando el test de comparación de medias t-test. 
 
 
En un análisis individual de los marcadores se puede observar que, de los 7 
postulados en el modelo inicial, 5 siguen discriminando bien a los pacientes, pero se ha 
perdido la significación estadística para la EDSS basal y el género por lo cual han sido 
excluidos del modelo final. Figura 79. 
Posteriormente, se testó el modelo en esta cohorte de pacientes (n=30) para la 
predicción de la respuesta NEDA obteniendo una sensibilidad del 85% con una especificidad 
del 95%, un valor predictivo positivo (VPP) del 85% y un valor predictivo negativo (VPN) del 
95%. El ECM (error cuadrático medio) fue de 0.1111438. La probabilidad de respuesta 
obtenida para cada muestra y la comparación con la respuesta real se muestra en la figura 
80. Los valores máximo, mínimo y la media de la predicción posterior de cada muestra en la 
validación se presentan en la tabla 18. 
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Figura 79. Análisis individual de las 6 variables del modelo 
Las 5 variables fueron comparadas entre los pacientes NEDA-4 y EDA-4 a dos años persistiendo las diferencias 
estadísticamente significativas.  
 
 
 
 
 
 
Figura 80. Validación del modelo  
Para la validación del modelo se usaron los 
datos de las variables de citometría 
(NKbright y plasmablastos) más las 
variables de q-PCR (FOXP3, GPI y FCRL1) 
de cada uno de los 30 pacientes. La figura 
muestra la respuesta real (puntos rojos) 
contra la distribución posterior de la 
respuesta predicha, representada por su 
media (puntos negros) y el cuantil 95% (línea 
negra). El modelo falló en la predicción de la 
respuesta sólo en 2 pacientes: 12 y 24. 
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Tabla 18. Distribución posterior de la respuesta predicha 
Paciente Media Predicción posterior Predicción posterior más baja 95% Predicción posterior más alta 95% Respuesta real 
1 0,014973171 1,24E-04 0,08193146 0 
2 0,864864671 5,75E-01 0,99025255 1 
3 0,011318419 1,31E-08 0,09943895 0 
5 0,145597607 9,71E-03 0,46624478 0 
7 0,004772552 4,51E-06 0,03063313 0 
9 0,238005954 7,14E-03 0,65438967 0 
11 0,033617637 6,29E-07 0,27805955 0 
12 0,844556423 4,85E-01 0,99252926 0 
14 0,893776563 5,57E-01 0,99724563 1 
15 0,015081467 1,76E-09 0,16324828 0 
16 0,03029961 1,18E-07 0,27908216 0 
17 0,183560574 1,74E-02 0,55312179 0 
19 0,073613074 4,90E-04 0,31758959 0 
20 0,008079493 8,71E-08 0,07094498 0 
21 0,003240338 1,86E-11 0,0278112 0 
22 0,578044005 2,27E-01 0,86406943 0 
23 0,018487652 8,83E-05 0,09886409 0 
24 0,559918281 7,94E-02 0,97243389 1 
26 0,203399182 4,04E-02 0,45546709 0 
27 0,603018825 2,52E-01 0,89530839 0 
29 0,921410004 7,13E-01 0,99623156 1 
30 0,108755784 9,80E-04 0,51386938 0 
31 0,972366882 7,99E-01 0,99996937 1 
32 0,960468038 7,52E-01 0,99985463 1 
33 0,844811946 3,23E-01 0,99823225 1 
34 0,001923548 8,49E-13 0,01758241 0 
35 0,006102073 3,57E-06 0,04538053 0 
38 0,05124762 1,24E-03 0,22009736 0 
40 0,041527435 1,10E-03 0,17619654 0 
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5. 5. Discusión 
 
 
 
 
Con el conocimiento de nuevos aspectos fisiopatológicos y la disponibilidad de un arsenal 
terapéutico que incluye fármacos con efectos adversos muy potentes, la búsqueda de 
biomarcadores de respuesta temprana a los tratamientos en EM se ha convertido en una 
necesidad. La heterogeneidad de los pacientes con EM, en cuanto a la evolución de la 
enfermedad, la actividad clínica, la actividad radiológica y la acumulación de discapacidad 
sumadas a la pobre correlación de estos aspectos con la anatomía patológica y la evolución 
microscópica en el SNC sugieren la existencia de factores intrínsecos de cada paciente que 
intervienen en pronóstico y el desarrollo de su enfermedad y que probablemente también 
interfieran en la respuesta a los tratamientos.  
En este aspecto se conocen algunas variables demográficas que pueden ayudar a 
identificar los pacientes que responderán bien a los tratamientos en EM como por ejemplo 
la edad de inicio de la EM, la duración de la enfermedad antes de iniciar TME, la tasa de 
brotes pre-tratamiento, el nivel de discapacidad, el tratamiento previo288 y el número y 
volumen de lesiones T2 y el número de lesiones con captación de gadolinio pre-
tratamiento289. Sin embargo, no existe información consistente proveniente de estudios en 
grandes cohortes sobre variables que permitan la predicción de respuesta antes del 
tratamiento de manera individualizada para cada uno de los tratamientos.  
Capítulo 
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Para el caso de fingolimod, el parámetro demográfico que mejor predice la buena 
respuesta al tratamiento es una baja actividad clínica (brotes) previa al tratamiento288,290. 
Esto es aplicable a pacientes sin tratamiento previo y también cuando se administra como 
segunda línea de tratamiento274 con la salvedad de aquellos pacientes que han pasado de 
NTZ a fingolimod con un periodo de lavado superior a 2 meses. En cuanto a los 
biomarcadores de citometría, como se comentó previamente, la variable con una mejor 
evidencia es el porcentaje basal de RTEs171,204. La mayoría de biomarcadores de respuesta 
genéticos se conocen por estudios hechos en IFN-β, GA y mitoxantrona pero no en 
fingolimod291. 
Sin embargo, la definición de respuesta al tratamiento no ha sido correctamente 
unificada en los diferentes análisis, lo que disminuye la reproducibilidad de los estudios y 
aumenta la variabilidad en la proporción de respondedores. En el presente estudio, por 
ejemplo, la proporción de pacientes respondedores al fingolimod varió desde un 30% usando 
el concepto NEDA-4 hasta un 90% usando los criterios de Rio modificados. Con esto se 
plantea que los criterios de Rio deben ser usados preferiblemente para valorar la respuesta 
a IFN-β. Esta variabilidad debe ser tenida en cuenta a la hora de seleccionar biomarcadores 
de respuesta y realizar los ajustes de sensibilidad y especificidad adecuados.  
Además de la falta de unificación en la definición de paciente respondedor, existen 
otros factores que interfieren en la clasificación de los pacientes, como por ejemplo el tiempo 
de seguimiento. No es posible aún establecer el tiempo necesario y suficiente para 
determinar la respuesta en cada uno de los escenarios de tratamiento. Se han hecho 
numerosos esfuerzos para identificar de manera temprana la respuesta subóptima, 
definiéndola arbitrariamente mediante medidas clínicas y/o radiológicas entre los primeros 
6-12 meses después del inicio del tratamiento. Sin embargo, existen fármacos cuyo 
mecanismo de acción y efecto terapéutico comienza después de 6 meses desde el inicio del 
tratamiento (AG) y la medida de las variables de respuesta en los primeros meses del 
tratamiento no sería un reflejo de la eficacia. Por eso algunos expertos, sugieren que la RM 
realizada a los 6 meses de tratamiento sea considerada realmente como la resonancia basal 
sobre la que deben compararse las resonancias de control y establecer la presencia o no de 
actividad radiológica. Y no solo la actividad radiológica tiene este comportamiento, el efecto 
sobre el número de brotes no puede evaluarse hasta que el medicamento en cuestión 
comience su efecto terapéutico. Es por esto por lo que los brotes durante los primeros 6 
meses desde el inicio de un tratamiento no pueden atribuirse a fallo terapéutico292. 
    Con todas estas limitaciones, en este estudio se planteó la posibilidad de buscar 
biomarcadores de respuesta a fingolimod bajo los parámetros más restrictivos de respuesta 
(NEDA-3 y NEDA-4) para obtener una mejor especificidad, con el mayor número de 
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pacientes hasta el momento estudiados a este respecto y bajo los puntos de vista celular y 
molecular que permitiesen tener una visión global de los resultados. Así mismo se planteó 
definir dos tiempos para el análisis de respuesta clínica (1 y 2 años) y analizar las ventajas 
y desventajas de cada uno de ellos. 
Con respecto a la muestra, los estudios previos en pacientes con EM en tratamiento 
con fingolimod realizados con el objetivo de predecir la respuesta, hasta el momento del 
diseño del estudio, no superaban los 14 pacientes. Teniendo en cuenta las limitaciones del 
alto costo de las nuevas técnicas de investigación empleadas en el estudio (RNA-seq), se 
calculó un tamaño muestral de 40 como apropiado para obtener conclusiones de los 
resultados.  
Una de las posibles limitaciones de este estudio es que los pacientes de los 
subgrupos NTZ y No-NTZ presentaron diferencias en las características demográficas 
basales y podría plantearse un estudio independiente para cada sub-grupo. Debido a la alta 
eficacia del NTZ y que se reserva como un tratamiento de segunda línea, los pacientes de 
este grupo tienen una mayor duración de la enfermedad, mayor número de TMEs previos 
pero un mejor control de la actividad clínica y radiológica. Esta última característica sería un 
factor de buen pronóstico para la respuesta a tratamiento con fingolimod y efectivamente se 
observó un mejor control de las lesiones con captación de gadolinio en este grupo a 1 y 2 
años. Sin embargo, en el análisis multivariable la respuesta clínica fue independiente del 
tratamiento previo y no hubo diferencias en el estado NEDA entre los subgrupos NTZ y No-
NTZ. Esto sumado a las mínimas diferencias celulares y moleculares encontradas entre 
ambos grupos permitió hacer un análisis de toda la muestra conjuntamente y no por 
subgrupos de acuerdo al tratamiento previo para la búsqueda de biomarcadores.  
Con respecto a los resultados de las variables simples, la TAB y el número y volumen 
de las lesiones con captación de gadolinio presentaron el mismo comportamiento que en la 
mayoría de las cohortes con un leve aumento de estas variables al año con respecto al pre-
tratamiento en el subgrupo de pacientes NTZ pero que después del primer año presentaron 
un comportamiento incluso mejor que en los ensayos clínicos con un 86% de reducción en 
la TAB y valores cercanos a cero en el número de lesiones con captación de gadolinio. Con 
respecto a las nuevas lesiones en T2, se observó una disminución durante todo el estudio y 
en los dos subgrupos, pero no fue significativa en el primer año para el grupo NTZ. Esto nos 
indica que la valoración de la respuesta clínica bajo los parámetros clínicos y radiológicos 
debe hacerse con precaución no solo durante los 6 primeros meses sino durante todo el 
primer año, en especial en aquellos pacientes que vienen de medicamentos con una alta 
potencia, ya que una vez se supera el efecto de reactivación transitoria tras la suspensión, 
el fingolimod es igualmente eficaz en todos los pacientes con EM.  
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Como en los ensayos clínicos, en el presente estudio no se observó el efecto de 
pseudoatrofia, sino que se comprobó una disminución de la atrofia incluso desde el primer 
año y con una intensidad del efecto mucho mayor entre el primer y segundo año sin 
diferencias entre los subgrupos. El efecto de la pseudoatrofia que se presenta con algunos 
TMEs, consiste en una reducción del volumen cerebral durante los primeros meses desde 
el inicio y principalmente en los pacientes que presentaban lesiones con captación de 
gadolinio antes del inicio del tratamiento. Este efecto es atribuido a la disminución de la 
concentración de agua en el tejido cerebral dando una falsa medición de atrofia que se 
establece principalmente sobre la sustancia blanca. Este efecto se ha observado 
principalmente con NTZ o corticoides. Sin embargo, la disminución del edema no ha podido 
ser constatada con estudios de imagen específicos y se cree que existen otros mecanismos 
implicados en este proceso293. En el presente estudio, la reducción en la atrofia cerebral 
producida por fingolimod fue significativamente mayor durante el segundo año de 
tratamiento comparado con el primer año. Esto probablemente haya tenido relación con la 
presencia de un fenómeno de pseudoatrofia, pero no con una intensidad tan marcada como 
para observar un aumento del volumen cerebral.  
Con los datos anteriores se considera que los resultados clínicos y radiológicos de 
este estudio son muy similares a los publicados en ensayos clínicos y estudios de cohortes294 
y esto da validez a estos hallazgos en búsqueda de biomarcadores de respuesta.  
Por otro lado, los grupos control han sido escogidos para validar los datos celulares 
y moleculares. Se escogió un grupo de pacientes con EM que nunca había estado en 
contacto con TMEs (control 1) para determinar los perfiles celulares y transcripcionales 
propios de la EM y diferenciarlos de aquellos propios de los TMEs sobre las muestras de los 
pacientes del estudio antes de iniciar tratamiento con fingolimod. Sin embargo, como era de 
esperar, este grupo presentó diferencias demográficas con los pacientes del estudio ya que 
la condición de paciente sin tratamiento previo actualmente está relacionada con un 
diagnóstico reciente y por lo tanto una actividad clínica y radiológica en los últimos meses. 
A pesar de estas diferencias demográficas, no hubo diferencias evidentes en las poblaciones 
linfocitarias de los pacientes sin tratamiento previo respecto a aquellos que habían recibido 
algún TME probablemente porque los periodos de lavado en la mayoría de los pacientes 
fueron los adecuados. Adicionalmente el perfil transcriptómico de estos dos grupos fue muy 
similar y los GEDs obtuvieron baja significación estadística. A nivel transcripcional, cabe 
destacar que los pacientes del estudio presentaron una expresión más baja del gen que 
codifica para la IL-2 comparado con los pacientes sin tratamiento previo. Esto podría ir en 
concordancia con la mayor actividad clínica y radiológica en el grupo sin tratamiento previo 
sumado a un posible efecto de los TMEs previos sobre el grupo de pacientes del estudio que 
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hubiera sido arrastrado incluso después de los periodos de lavado. Para los pacientes cuyo 
tratamiento previo era IFN-β este hallazgo es asumible a partir de los datos publicados sobre 
la disminución de los niveles de IL-2 en pacientes durante el tratamiento. Probablemente 
este efecto permanezca aún después de suspender la terapia295. Sin embargo, en los 
pacientes cuyo tratamiento previo era NTZ, lo que cabría esperar en caso de un efecto 
prolongado tras suspender el medicamento sería un aumento en la producción de citocinas 
dado su mecanismo de acción296. 
La IL-2 es una citocina que se ha relacionado con el desarrollo de múltiples 
enfermedades autoinmunes, ya que participa como inductor de la diferenciación297 y 
proliferación de células T autorreactivas298. El proceso de proliferación T dependiente de IL-
2 se lleva a cabo a través de la interacción de la citocina con la subunidad α del receptor de 
IL-2 (IL-2RA o CD25) en la superficie de los monocitos y linfocitos. Este receptor ha generado 
gran interés ya que los polimorfismos de este gen se han asociado con el riesgo de 
desarrollar EM299 y debido a la alta eficacia demostrada del daclizumab, un anticuerpo 
monoclonal IgG1 humanizado dirigido contra el CD25 de alta afinidad300–302. Sin embargo, 
debido a problemas de infecciones en el SNC de pacientes tratados con este medicamento, 
no ha podido continuar su proceso de comercialización, pero ha arrojado importante 
información sobre la implicación de esta citocina en la patogénesis de la EM.  
Por su parte, el grupo de control 2 (controles sanos) presentó diferencias celulares y 
transcripcionales comparado con el grupo del estudio de manera más evidente. A nivel 
celular como se describió previamente, los pacientes presentaban una menor proporción de 
células LB1 que los controles sanos. Las células LB1 se han encontrado disminuidas en 
pacientes con EMRR previamente303 y aunque su papel no se conoce completamente sí se 
han relacionado con procesos de autoinmunidad y se le ha atribuido implicación en la 
presentación antigénica, la coestimulación CD86/CD80 e incluso propiedades anti-
inflamatorias por producción de IL-10304.  Por algunos autores son consideradas pre-
plasmablastos por responder a los factores implicados en la diferenciación de células B 
vírgenes a productoras de anticuerpos304,305 y la disminución de esta población intermedia 
puede corresponder a un aumento de la velocidad de la diferenciación. Sin embargo, no se 
ha observado un aumento en el número o porcentaje de plasmablastos o células plasmáticas 
en los pacientes con EM vs controles sanos.  
El porcentaje de células productoras de citocinas en las células T y B de pacientes 
con EM se ha encontrado aumentada algunos estudios bajo diferentes mecanismos de 
estimulación in vitro, sin embargo, el hallazgo de estos cambios in vivo es difícil de conseguir 
si no se quieren modificar de manera importante los mecanismos basales de las células306,307 
Lo que si se conoce es que en pacientes con EM se encuentran aumentados los niveles de 
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citocinas inflamatorias, mediante técnicas de ELISA, en sangre periférica y LCR con respecto 
a los controles sanos, principalmente las de perfil Th1 y Th17306,308,309. En el presente estudio, 
el porcentaje de células productoras de citocinas se determinó en los pacientes y los 
controles sanos bajo las condiciones de estímulo y no estímulo sin encontrar diferencias 
estadísticamente significativas, pero con una tendencia a una mayor proporción de células 
productoras de IL-17 en los pacientes comparado con controles sanos (IL-17+ p=0.01, IL-
17+CD4+ p=0.03 e IL-17+CD8+ p=0.02 Anexo 3). Esto puede explicarse mediante el hecho 
de que para que exista un aumento del número de células productoras de citocinas tiene 
que existir una inducción a la diferenciación y no solo un estímulo de producción de citocinas.    
A nivel transcripcional, los controles sanos se diferenciaron de manera importante de 
los pacientes del estudio en el análisis de PCA. Estos hallazgos son similares a los de un 
estudio previo que evaluó las diferencias transcriptómicas en PBMCs de pacientes con EM 
frente a controles sanos usando microarrays. En dicho estudio no se encontraron grandes 
diferencias transcriptómicas entre las muestras provenientes de pacientes de los diferentes 
tipos de EM, pero sí cuando se comparaban con las muestras de controles sanos en el 
análisis de PCA310. En otro estudio, se encontró que los pacientes con EM se diferenciaban 
transcriptómicamente de los controles sanos en más de 1000 genes y compartían cerca de 
500 genes diferencialmente expresados (frente a controles sanos) con otras enfermedades 
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico311. En dicho estudio se encontraron 
diferencialmente expresados genes relacionados con la respuesta inflamatoria, la 
proliferación celular y la diferenciación celular al igual que en este estudio.  
En el presente estudio, los genes que codifican para las citocinas IL-2, IL-23 e IL-21, 
inductores directos de la diferenciación de células T y B312, se encontraron sobre-expresados 
con respecto a los controles sanos. Estos hallazgos son coherentes con datos publicados 
sobre la relación de estas citocinas y la fisiopatología de la EM. La IL-21 es una citocina 
implicada en numerosos procesos autoinmunes a través de la activación Th-17 y NK, la 
diferenciación de células B, la secreción de anticuerpos y la supresión de células T 
reguladoras313. Esta citocina y su receptor están altamente expresados en las lesiones de 
sustancia blanca y en los linfocitos CD4 y CD8 del SNC de los pacientes con EM314. Se ha 
relacionado también con el desarrollo de autoinmunidad en pacientes tratados con 
Alemtuzumab315. Por su parte la IL-23, pieza fundamental en la inducción de la diferenciación 
linfocitaria hacia Th17316 se ha encontrado elevada en suero de pacientes con EMRR vs 
controles sanos317 y algunas variantes en este gen se han relacionado con aumento del 
riesgo de padecer EM318. El gen IRF4 que codifica para un miembro de la familia de factores 
reguladores de IFN, que se expresa en casi todas las células inmunes y que interviene en 
los procesos de diferenciación de células B vírgenes a células de memoria o plasmablastos 
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y en la diferenciación de células T vírgenes a células efectoras de perfil Th2, Th17 y 
Th9297,312,316 también se encontró sobre-expresado en los pacientes de este estudio con 
respecto a los controles sanos. Como es esperable también, genes que estimulan la 
producción de citocinas en las células diferenciadas también se encontraron sobre-
expresados en las células de los pacientes del estudio, como es el caso del gen CD40LG, 
que codifica para la proteína del mismo nombre expresada en la superficie de los linfocitos 
T y encargada de la activación de linfocitos B para la producción de citocinas inflamatorias. 
Por otro lado, como ya se ha descrito en algunos trabajos, los genes implicados en la 
activación de la respuesta inmune innata como el gen CCL3, una quimiocina implicada en el 
reclutamiento de células polimorfonucleares a los sitios de inflamación también se 
encontraron alterados en los pacientes con EM respecto a controles sanos310. 
Todo lo anterior sugiere que, en las células mononucleares de pacientes con EM, los 
procesos de diferenciación de células T y B, los procesos efectores y la respuesta innata 
están regulados al alza probablemente en respuesta a un estímulo continuado o a la 
cronificación del proceso inflamatorio y que los factores que permiten este aumento en la 
actividad inmune a nivel transcriptómico son claves en la fisiopatología de la enfermedad. 
La similitud de los perfiles celular y transcripcional de los subgrupos NTZ y No NTZ 
antes del tratamiento, permitió que los cambios con respecto a la muestra de los 6 meses 
pudieran ser estudiados con toda la muestra y no por subgrupos. Con respecto a la única 
diferencia encontrada en las poblaciones linfocitarias de los dos subgrupos NTZ y No NTZ 
antes del tratamiento, es necesario comentar que es un hallazgo congruente con el efecto 
del NTZ. Se ha descrito en numerosas publicaciones que el NTZ induce un aumento de las 
células B en sangre periférica a expensas de las células B inmaduras319,320. A pesar de esta 
diferencia inicial, el efecto de fingolimod sobre porcentajes de linfocitos B transicionales 
después de 6 meses de tratamiento fue similar en los 2 subgrupos como se discutirá más 
adelante. Transcripcionalmente los grupos NTZ y no NTZ no presentaron diferencias 
significativas de importancia clínica a pesar de que se han documentado cambios 
transcripcionales inducidos por NTZ e IFN-β en pacientes con EM321,322. En el grupo NTZ, 
esto podría explicarse por la ausencia de cambios inmunológicos y transcripcionales de larga 
duración por NTZ después del período de lavado y podríamos pensar que la reactivación 
inmune está relacionada fundamentalmente con la reversibilidad del efecto de NTZ en la 
migración de linfocitos y no por cambios en la activación celular. En el grupo sin NTZ, la 
ausencia de una firma de IFN-β/AG podría estar relacionada con la falta de efectividad de 
los TME de primera línea, que fue la razón principal del cambio a NTZ. 
Está claro que el fingolimod ejerce un potente efecto antiinflamatorio a múltiples 
niveles al disminuir el porcentaje de células T y B productoras de citocinas, estimular los 
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mecanismos reguladores de la respuesta inmune e interferir en la diferenciación celular Th17 
entre otros. En este estudio se pudo confirmar estos efectos no solo a nivel celular sino 
también a nivel molecular.  
En cuanto al efecto del fingolimod en las subpoblaciones linfocitarias, en el presente 
estudio no se encontraron resultados diferentes a lo previamente publicado148,150,174–178,151,167–
173. Se observó una disminución de los linfocitos T especialmente de los CD4+ y a expensas 
de los linfocitos T vírgenes y TCM, con un aumento relativo de los linfocitos T reguladores. 
Por su parte los linfocitos B sufrieron una disminución de todas subpoblaciones, pero con un 
cambio en las proporciones de sus subpoblaciones mostrando una reducción en los linfocitos 
B maduros (LB memoria) con un aumento en las subpoblaciones de linfocitos B vírgenes y 
transicionales. Por último, los linfocitos NK y NKT sufrieron un aumento porcentual debido a 
la linfopenia T y B con la salvedad de que la subpoblación NK bright disminuyó con el 
tratamiento. Estos hallazgos son explicados en parte por el mecanismo de acción del 
fingolimod ya que las subpoblaciones linfocitarias cuya salida del ganglio linfático o su 
diferenciación depende de la señalización S1P1 fueron las afectadas con el tratamiento. 
A nivel transcripcional, por el contrario, los datos publicados en respuesta al 
tratamiento con fingolimod son mucho menos sólidos y los hallazgos de este estudio aportan 
conocimientos sobre posibles vías moduladas por el medicamento. Es de suponer que, si 
existe un efecto celular tan potente en los pacientes tratados, esto se traduzca en un 
importante efecto molecular y efectivamente, en el presente estudio más de 7000 genes se 
modificaron en las células inmunes de pacientes con EM en respuesta al fingolimod. 
Como se comentó en el apartado 4.4.2. el análisis de expresión diferencial de las 
muestras pre frente a post-tratamiento estuvo acorde con los porcentajes de las poblaciones 
linfocitarias con una regulación a la baja de los genes que codifican para proteínas 
relacionadas con las células T y B y aumento de los relacionados con las células NK. Las 
principales vías metabólicas y procesos biológicos modulados por el tratamiento después 
del análisis de enriquecimiento fueron la vía de las citocinas, la respuesta inmune, la 
inflamación, BCR, TCR, Th17, células NK, señalización S1P, metabolismo de esfingosina, 
vía del complemento y estrés oxidativo. Estos hallazgos son similares a los encontrados por 
el grupo de Zettl181,182 en linfocitos CD4+ y CD8+ donde la mayoría de las vías moduladas 
por fingolimod tenían que ver con la respuesta inmune.  
 
Fingolimod y su efecto directo como antinflamatorio 
El efecto anti-inflamatorio de fingolimod se hizo evidente en este estudio como se aprecia 
en las figuras 61-66 donde la mayoría de los genes implicados en la respuesta Th1, Th2 y 
Th17, en la producción de citocinas, en la coestimulación B-T y T-B se encuentran regulados 
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a la baja mientras que la mayoría de los genes implicados en las funciones regulatorias del 
sistema inmune se encuentran regulados al alza. También se ha publicado que la deleción 
S1P1 en células Th17 en ratones induce resistencia a la EAE mientras que en células 
reguladoras incrementa la susceptibilidad a la EAE de lo que se deduce que fingolimod no 
solo tiene importancia en la disminución del número de linfocitos por salida desde el ganglio 
sino en la modulación de la relación células efectoras/reguladoras323. 
La IL-17 es una de las principales citocinas implicadas en la fisiopatología de la EM como ya 
se comentó en la introducción. En este estudio se encontró una regulación a la baja de las 
citocinas IL-17 A, D, E y F, lo cual podría explicarse porque la mayoría de las células 
productoras de IL-17 se encuentran dentro de la población CD4, la más afectada por la 
linfopenia selectiva del fingolimod. Interesantemente, los pacientes no-respondedores 
presentaron una resistencia a la disminución en la expresión del gen de la IL-17A después 
de 6 meses de tratamiento de lo cual se deduce que el efecto anti-inflamatorio de fingolimod 
y su capacidad para modular la respuesta Th17 podría ser interesante a la hora de 
monitorizar la terapia.  
Con respecto a las funciones de las células T reguladoras, llama la atención la 
regulación a la baja de los niveles de expresión del gen FOXP3 a pesar del aumento de la 
población T reguladora. Esto podría explicarse porque el aumento se dio a nivel porcentual 
pero el número absoluto de linfocitos T reguladores disminuyó debido a la linfopenia al igual 
que la mayoría de las poblaciones T y B. FoxP3 no solo es un factor de transcripción de las 
células T reguladoras253, sino que se expresa también en las células T efectoras de manera 
transitoria tras su activación lo cual se ha publicado en numerosos trabajos324–327. La 
reducción del número de linfocitos CD4+ activados inducida por fingolimod puede contribuir 
también a la disminución en sus niveles de expresión. Esta divergencia entre el aumento del 
porcentaje de células T reguladoras y la disminución de los niveles de expresión del gen 
FOXP3 tras el tratamiento con fingolimod ya había sido descrita previamente y comentada 
en un trabajo del grupo de van Pesch et al328. Sin embargo, el aumento en la expresión de 
los genes de citocinas anti-inflamatorias y sus receptores (IL-10, IL10RA, IL10RB e IL-15) y 
del receptor TNFRSF1A, regulador de la inflamación revelan el potente efecto inductor de 
los mecanismos reguladores en respuesta a fingolimod. Este efecto inductor de la respuesta 
reguladora tuvo un impacto importante en la respuesta clínica en nuestro estudio ya que 
genes relacionados con la activación de células Tregs presentaron diferencias en los niveles 
de expresión de los pacientes respondedores y no respondedores. Este es el caso de los 
genes LRRC32, un marcador recientemente descrito de células T reguladoras activadas286, 
y del gen ADA2, también conocido como CECR1, que interviene en la activación de las 
células T reguladoras a través de la unión al receptor CD39282. 
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En los linfocitos B el efecto del fingolimod está muy bien estudiado a nivel celular y 
se conoce que las subpoblaciones mayormente afectadas son aquellas que expresan la 
molécula CCR7 en su superficie como las células B de memoria150,169,171,173–176. Como era 
esperable, a nivel transcripcional, los genes que codifican para los marcadores de célula B 
madura se encontraron regulados a la baja por el tratamiento como es el caso de los genes 
CD27 y CD19, así como uno de los componentes del BCR (CD79A) y genes que codifican 
para la síntesis de las proteínas del MHC II RFX5 y CIITA 242,243. Pero está claro que la 
retención en el ganglio linfático no explica los cambios en todas las subpoblaciones 
linfocitarias B y que existen otros mecanismos de acción implicados como se verá más 
adelante. En el presente estudio se observó una regulación diferencial del fingolimod entre 
respondedores y no respondedores en genes relacionados con la activación de linfocitos B. 
El más representativo de estos, es el gen LAG3, que presentó mayores niveles de expresión 
en los respondedores a los 6 meses del tratamiento con fingolimod.  LAG3 es una molécula 
similar a CD4, que regula la homeostasis de las células T por unión competitiva a moléculas 
del MHC clase II e inhibe la activación de las células T y B280. En pacientes con EM tratados 
con IFNβ también se observó un aumento de LAG3 específicamente en las células B y que 
explica en parte su efecto inmunomodulador inhibiendo la activación celular B329. Todo esto 
indica que el efecto supresor de fingolimod sobre la activación de los linfocitos B está 
íntimamente ligado con la respuesta al tratamiento.   
 
Fingolimod y la diferenciación de células de la respuesta inmune adaptativa 
Específicamente en la vía del S1P, como era esperable se evidenció una regulación a la 
baja de los genes S1PR1 y GNAI1 que genera una disminución de la mayoría de procesos 
en esta vía metabólica como son la proliferación, diferenciación, crecimiento y supervivencia 
celular por lo que se puede deducir que el atrapamiento de los linfocitos en el ganglio linfático 
no es el único mecanismo por el cual el fingolimod induce linfopenia.  En este mismo sentido, 
se piensa que la regulación al alza de los genes de los receptores S1P3 y S1P5 (S1PR3 y 
S1PR5) se produce en un intento metabólico de compensar el déficit de señalización S1P1. 
La regulación al alza de S1P5 ya había sido observada en respuesta a fingolimod en estudios 
previos181. En esta vía también se observó una regulación al alza de los genes que codifican 
para la MAPK3 exclusivamente en los respondedores al tratamiento lo que sugiere 
diferencias transcripcionales en los mecanismos de inducción de la diferenciación linfocitaria 
tras el tratamiento implicadas en la respuesta clínica. A este respecto el grupo de Zettl ya 
había descrito una regulación al alza del gen ERK que codifica para las enzimas encargadas 
de la síntesis de MAPK3 en respuesta a fingolimod181 pero sin hacer diferencias entre 
respondedores y no respondedores.  
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A pesar de la regulación al alza de los receptores de S1P existe una disminución en 
la expresión de los genes de las principales enzimas implicadas en su producción, lo que 
disminuye aún más la señalización de esta vía.  
La diferenciación desde células T vírgenes hacia el perfil Th17 depende de las 
citocinas IL-23, IL-21, IL-6 e ILβ1 en presencia del factor de crecimiento transformante beta 
(TGF-β) en algunas ocasiones y está determinada por los factores de transcripción RORγt, 
T-bet, BATF, JUNB e IRF4 en presencia de la señalización STAT3330,331. No solo las citocinas 
IL-17 se vieron reguladas a la baja en este estudio, sino que la mayoría de los inductores y 
factores de transcripción implicados en la diferenciación hacia Th17 también presentaron 
una disminución en los niveles de expresión. Datos preliminares sobre este mecanismo de 
acción han sido propuestos a partir de estudios in vitro con células Th17332. Este mecanismo 
podría no ser exclusivo para las células efectoras de perfil Th17 ya que los genes IRF4232, 
BCL11b y GATA3333, implicados en la diferenciación hacia Th2, se encontraron claramente 
regulados a la baja tras 6 meses de tratamiento con fingolimod en nuestro estudio, lo que no 
ocurrió con los genes inductores de la diferenciación hacia Th1.  
El secuestro de las células CCR7+ en los ganglios linfáticos no explica todos los 
cambios en la composición de las subpoblaciones B, ya que las células B de memoria y las 
células B transicionales expresan niveles similares del marcador de superficie CCR7 en 
sangre periférica y su comportamiento tras el tratamiento con fingolimod es opuesto. 
Adicionalmente las células vírgenes expresan mayores niveles de CCR7+ que las células B 
de memoria y las transicionales y no se han encontrado diferencias en la capacidad de 
migración celular entre estas subpoblaciones175. En el presente estudio se evidenció una 
reducción muy importante en la expresión de los genes IRF4, STAT3 y PAX5 que como se 
comentó anteriormente son factores de transcripción implicados en la diferenciación de 
células B vírgenes hacia células B de memoria o plasmablastos297,312,316. Los dos primeros 
orquestan la diferenciación hacia células productoras de anticuerpos y actúan de manera 
sinérgica mientras que el PAX5 mantiene el perfil de células B de memoria239. Estos tres 
genes se encontraron regulados a la baja en este estudio, pero la sumatoria de estas 
interacciones dio lugar a un aumento en los niveles de expresión de los genes implicados 
en las fases finales de la diferenciación a células plasmáticas y plasmablastos. En este 
estudio se propone este mecanismo de acción del fingolimod para explicar el efecto 
diferencial del medicamento sobre las diferentes subpoblaciones de linfocitos B.  
Pero no solo el proceso de diferenciación de las células B se ve alterado por 
fingolimod, sino que los genes que codifican para los factores de transcripción 
indispensables en la supervivencia de las células B también se encontraron regulados a la 
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baja en respuesta al tratamiento (FOXO1, MYC, BCL2, NFKB1 y NFKB2240) En el presente 
estudio.  
El factor de activación de la célula B (BAFF o TNFSF13B) y un ligando de inducción 
de la proliferación (APRIL o TNFSF13) son dos factores críticos en la supervivencia y 
maduración de la célula B240,241. Los niveles de la proteína BAFF se han encontrado 
aumentados en sangre y LCR de pacientes con EM con respecto a controles sanos y aunque 
en un principio de correlacionaron con la presencia de brotes, un reciente estudio con 170 
pacientes reveló que por el contrario altos niveles de BAFF se relacionaban con una menor 
actividad de la enfermedad334. Dada la importancia de la señalización BAFF/APRIL en la 
supervivencia de las células B, varios anticuerpos monoclonales contra estas moléculas se 
han probado en la EM como los anticuerpos humanizados anti-BAFF belimumab y 
LY2127399, los anticuerpos humanos contra los receptores BAFF-R (VAY736), BCMA  
(hBCMA-Fc) y la proteína recombinante anti-BAFF/APRIL (Atacicept)335. Estas moléculas 
actúan sobre las células de B maduras y células plasmáticas, pero respetando las células B 
de memoria e inducen una disminución de los niveles de anticuerpos en los pacientes con 
EM.  
A pesar de que estudios en animales han demostrado que el bloqueo BAFF/APRIL 
retrasa la aparición de la EAE y tiene un efecto benéfico en la producción de 
autoanticuerpos335 ninguno de los medicamentos diseñados ha conseguido demostrar su 
eficacia y por el contrario Atacicept demostró que induce un aumento de la actividad 
inflamatoria en un ensayo95. Adicionalmente se ha demostrado que los TMEs como IFN-β, 
AG, fingolimod y alemtuzumab aumentan los niveles de expresión del gen BAFF y esto está 
correlacionado con el aumento de las células B transicionales150,334 sin tener impacto en la 
activación de las células B de memoria336. Con toda esta información cabría pensar que el 
antagonismo de BAFF no es un objetivo deseable durante el tratamiento de la enfermedad. 
En el presente estudio, se confirmó que fingolimod induce un aumento de los niveles de 
expresión de BAFF y llama la atención que los niveles de APRIL estuvieron aumentados 
únicamente en los pacientes respondedores.  
Todo lo anterior sugiere que el efecto sobre los linfocitos T y B maduros no depende 
exclusivamente de la expresión del receptor CCR7 y la retención dentro del ganglio linfático, 
sino que existe una regulación a la baja de los procesos de diferenciación, maduración y 
proliferación celular que potencian la linfopenia selectiva T y B. Este efecto sobre la 
diferenciación celular podría estar relacionado con la respuesta al tratamiento ya que el gen 
IRF4 fue down-regulado en todos los pacientes, pero solo alcanzó una significación 
estadística en los pacientes respondedores.  
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Fingolimod y su efecto sobre el sistema inmune innato 
En este estudio se pudo comprobar el aumento porcentual de la población NK en sangre 
periférica secundario a la linfopenia B y T y la disminución de la subpoblación NK bright 
después de 6 meses de tratamiento. Las células NK son linfocitos del sistema inmune innato 
que participan en la defensa contra virus, bacterias, parásitos o contra la transformación 
maligna celular y que residen en los diferentes tejidos humanos para ejercer su efecto de 
citotoxicidad. En cuanto a la distribución de las subpoblaciones de NK en los tejidos 
humanos, se sabe que en médula ósea las células NK bright y dim se encuentran a similares 
concentraciones, pero fuera de la médula ósea las células NK dim se encuentran 
principalmente distribuidas en los tejidos no linfáticos y sangre periférica mientras que las 
NKbright son la principal célula encontrada en tejidos linfáticos secundarios como los 
ganglios337. De hecho, en sangre periférica la relación NK dim/bright es de 10/1. Si a esto se 
suma que las células NKbright expresan los receptores CCR7178 y C62L338 y su salida del 
ganglio depende de la señalización S1P-S1PR5339, es de esperar una disminución de las 
células NKbright secundaria al tratamiento con fingolimod con aumento de la relación 
dim/bright. Este hallazgo ya ha sido documentado también por otros grupos340,341.  
El aumento porcentual de las células NK y particularmente de las células NKdim en 
sangre periférica se vio reflejado en el presente estudio a nivel transcriptómico con la 
regulación al alza de los marcadores de superficie CD16 (FCGR3A) y CD56 (NCAM1) y los 
receptores en superficie de las células NK (tipo lectina, TRAIL, NCRs, KIRs, NKG2s) como 
era de esperarse. La regulación al alza de NKp30, NKp44 y NKG2D342 en respuesta a 
fingolimod ya se había observado en un estudio previo pero el efecto sobre todos los 
receptores de citotoxicidad no había sido investigado.  
Se ha descrito que la esfingosina S1P inhibe la actividad citotóxica de las NK sobre 
las demás células linfoides y fingolimod revierte esa inhibición con un efecto potenciador de 
la citotoxicidad, pero no tiene impacto en la producción de citocinas por parte de las células 
NK en líneas celulares de linfomas y melanoma343,344. En el presente estudio, esta actividad 
citotóxica también se vio aumentada con la regulación al alza de los genes que codifican 
para las enzimas esenciales en pasos intermedios de la cascada de señalización como las 
tirosina quinasas miembros de la familia Src 244,245, genes que codifican para los pasos finales 
de señalización RAC-RAS-MAPK y los genes de las granzimas GZMA, GZMB y GZMH. 
El sistema de complemento es un conjunto de proteínas plasmáticas que forman un 
componente fundamental de la respuesta inmunitaria innata a través de una activación en 
cascada que tiene como finalidad la lisis celular de microorganismos patógenos, la inducción 
de anafilotoxinas y vasodilatación; la opsonización para la facilitación de la fagocitosis y la 
eliminación de complejos inmunes. Estos procesos se llevan a cabo a través de la activación 
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secuencial de 2 vías directa e indirecta. La primera de ellas reforzada por la vía de las 
lectinas. Las proteínas del sistema de complemento se sintetizan principalmente por las 
células del hígado pero recientemente se ha podido confirmar que existe una activación 
dentro de las células del sistema inmunitario, principalmente las células T, donde a través 
de la catepsina (CSTL) el componente C3 es transformado en sus moléculas biológicamente 
activas C3a y C3b y permanecen en vesículas dentro de las células T para ser secretadas 
durante la respuesta inmune345. Se ha demostrado que las proteínas del complemento no 
solo ejercen su efecto mediante la lisis de microorganismos, sino que también cumplen una 
gran variedad de funciones de señalización celular que tienen que ver con la regulación del 
sistema inmune. A nivel de la activación de linfocitos B, el CD21 (CR2) un receptor de C3d 
(derivada de C3b), participa en la generación de linfocitos B de memoria y efectores mientras 
que la unión de C3b al receptor CR1 en los linfocitos B suprime la proliferación y activación 
en este tipo de células. A nivel de la presentación antigénica, CR2 se une a CD23 en 
presencia de IL-4 y favorece el cambio de clase de las inmunoglobulinas, proceso que es 
inhibido a su vez por la interacción del CD46 y el CD40. Pero el complemento no solo 
participa en la señalización de células B sino también en la diferenciación y activación de 
células T reguladoras. La molécula CD46 interactúa con el receptor CD3 favoreciendo la 
diferenciación a Th1 mientras que la interacción con el receptor CD59 induce la respuesta 
Tr1. Por su parte la interacción CD55-CD97 también participa en la diferenciación al perfil 
regulador Tr1. Adicionalmente el CSTL induce la producción de linfocitos de perfil Th17246. 
Específicamente en los linfocitos T reguladores, se ha encontrado una gran expresión de 
receptores de complemento C3aR y C5aR que modulan la expresión del gen FoxP3 y su 
bloqueo induce la diferenciación a iTreg (Linfocitos T reguladores inducidos). 
  Es sabido que los pacientes con EM presentan diferencias en las vías de 
complemento con respecto a los controles sanos, por ejemplo, el inhibidor plasmático de C1 
(C1INH) y el activador de la vía de las lectinas MASP-2 se encuentran en mayores niveles 
en el plasma de los pacientes comparado con los controles sanos y, en las formas 
progresivas, C3, C4 y el factor H se encuentran elevados en LCR de pacientes respecto a 
controles correlacionándose con la discapacidad. A su vez el regulador de complemento 
CD46 tiene un desempeño disfuncional en los pacientes con enfermedades inflamatorias y 
la producción de IL-10 se correlaciona con esta disfunción246. En este estudio, se observó 
que los pacientes con EM presentaban niveles de expresión más bajos que los controles 
sanos en el gen que codifica para la proteína CD46 (log2FC=-1.69, p=5.08x10-7) y una 
regulación al alza de los genes CSTL y C3 en respuesta al tratamiento con fingolimod. Por 
consiguiente, se asume que los mecanismos de producción intracelular de C3 en los 
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linfocitos de los pacientes tratados estarían potenciados con el consecuente refuerzo de los 
mecanismos reguladores inducidos por complemento. 
La apoptosis de las células es otro aspecto importante en los mecanismos de acción 
de los medicamentos. En el presente estudio se pudo demostrar cómo fingolimod induce un 
cambio transcripcional inclinando la balanza hacia la muerte celular programada con la 
regulación al alza de un mayor número de genes pro-apoptóticos en las PMBCs de pacientes 
tratados. Este efecto ya se ha documentado en líneas celulares de linfoma, cáncer renal y 
de colon346 atribuyéndole un efecto antineoplásico. Los mecanismos por los cuales 
fingolimod induce apoptosis son múltiples. Se ha descrito que induce una disminución de la 
activación del complejo SET/PP2A, una disminución de la transcripción de MCL-1 en 
respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS) y una disminución de la activación de la 
vía PI3K/AKT/NOS3 dependiente de S1P) y PI3K/AKT independiente de S1P347. En este 
estudio, esos hallazgos fueron corroborados y se observó una disminución significativa en 
la expresión de los genes SET y NOS3 indicando el potente efecto apoptótico de fingolimod 
no solo en las células tumorales sino en los linfocitos de pacientes con EM. Este mecanismo 
de acción junto a la disminución en la diferenciación, la supervivencia celular y la retención 
de los linfocitos explican la importante linfopenia inducida por fingolimod. 
 La mayoría de los datos obtenidos sobre el efecto antioxidante de fingolimod se han 
estudiado sobre las células del SNC. In vitro, fingolimod ha demostrado ejercer un efecto 
antioxidante atenuando el daño axonal y la desmielinización inducidos por estrés oxidativo 
en cultivos de neuronas y astrocitos humanos348. En el modelo de EAE bloquea la activación 
de astrocitos y la producción de óxido nítrico349. 
 En pacientes con EM se observaron niveles séricos más bajos de ROS en aquellos 
tratados con fingolimod en comparación con los pacientes tratados con la primera línea (IFN-
β) y también se observó una correlación entre los niveles de ROS y la duración de la 
enfermedad350. Los genes relacionados con la vía de la respuesta al estrés oxidativo no 
habían sido estudiados en PBMCs de pacientes en tratamiento con fingolimod. En el 
presente estudio se observó una inducción de la transcripción de genes antioxidantes, 
producidos en respuesta a las ROS, de manera significativamente más alta en las muestras 
post-tratamiento con respecto a las muestras pre-tratamiento. Adicionalmente, fingolimod 
reguló a la baja genes implicados en la inhibición de la formación de fibra de estrés a través 
de la vía RhoA-ROCK1-NFKB sugiriendo que el efecto antioxidante del fingolimod puede 
depender en gran parte de la vía S1P.  
Como con el sistema inmune adaptativo, en el sistema innato también se evidenció un efecto 
diferencial del fingolimod relacionado con la respuesta clínica. Los pacientes respondedores 
presentaron niveles más altos de expresión del gen AXNA1, que codifica para la anexina 1, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D
is
cu
si
ón
 
142 
 
una proteína endógena anti-inflamatoria que modula eventos biológicos como dolor, fiebre, 
liberación de ácido araquidónico, migración leucocitaria, apoptosis, lesión isquémica, 
crecimiento celular, producción de ciclooxigenasa 2 y sintetasa inducible de óxido nítrico 
iNOS281. También se observaron niveles más altos del gen de la sintaxina I (STX11), 
necesaria para la degranulación de linfocitos NK y citotóxicos y del gen ADA2, también 
conocido como CECR1, y que codifica para un factor de crecimiento celular.  
Este gen aumenta su producción en sitios de inflamación e interviene en la 
diferenciación de monocitos a macrófagos. Se une principalmente a las células T 
reguladoras y este hecho podría indicar una resistencia parcial de los pacientes 
respondedores al efecto anti-proliferativo del fingolimod sobre todo en esta subpoblación282.   
Así mismo los pacientes respondedores presentaban una mayor expresión del gen 
SGK1, un gen anti-apoptótico que está implicado en los procesos oxidativos a través de la 
vía p38MAPK-SGK1 y que se ha relacionado con los procesos de oxidación y daño neuronal 
en EAE y EM283. Interviene en el desarrollo y la función de las células Th17 y restringe la 
función de las células T reguladoras manteniendo el equilibrio Th17 / Treg. La deficiencia de 
SGK1 conduce a la protección contra la autoinmunidad y mejora la auto tolerancia al 
promover el desarrollo de células Treg y desarmar las células Th17351. Con estos datos 
podría pensarse que una buena respuesta a fingolimod puede estar asociada a un mayor 
efecto supresor sobre la respuesta inmune innata.  
 
Firma pre-tratamiento 
En dos previos estudios parece haber una relación entre bajos porcentajes pre-tratamiento 
de células T emigrantes tímicas recientes y células B transicionales con una respuesta 
adecuada a fingolimod a los 12 meses171,204. Estos hallazgos no pudieron ser verificados en 
nuestro estudio y solo dos subpoblaciones mostraron una diferencia significativa antes del 
tratamiento entre los pacientes que respondieron y los que no respondieron antes del 
tratamiento. Hay que tener en cuenta que los trabajos señalados difieren de este estudio en 
selección de pacientes ya que incluyeron pacientes no tratados previamente dentro del 
análisis de predicción y no como un grupo control y su porcentaje de pacientes con NTZ 
como tratamiento previo fue únicamente del 20% (n=7). En nuestro estudio, el porcentaje de 
células B de transición en las muestras pre-tratamiento fue mayor en el grupo NTZ. Esto es 
coherente con el aumento en las células B transicionales y las RTEs inducido por NTZ319,320 
que puede permanecer incluso meses después de la retirada. Se puede concluir entonces 
que para el análisis de RTEs y células B transicionales como biomarcadores de citometría, 
es necesaria la estratificación de los pacientes según el tratamiento previo y deben excluirse 
los pacientes que han recibido NTZ durante los últimos meses.  Además, aunque en nuestro 
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estudio no se analizaron las células RTEs por citometría, no se encontraron diferencias en 
los niveles de expresión de los genes que codifican para sus marcadores de superficie 
CCR7, CD45RA, CD31 y PTK7 (CCR7, PTPRC, PECAM1 y PTK7) entre los pacientes 
respondedores y no respondedores antes del tratamiento. 
En el presente estudio, a nivel celular se evidenció una mayor proporción de células 
NK bright pre-tratamiento en pacientes respondedores, así como una mayor proporción de 
plasmablastos. El hallazgo de un mayor número de células NK bright en relación con una 
buena respuesta ya había sido descrito en pacientes con EM y ha sido asociado 
recientemente con RM  estable352.  Las NK bright exhiben menores niveles de expresión de 
los genes de KIRs (incluyendo KIRDL1 y KIRDL2) y secretan menor cantidad de moléculas 
citolíticas (PRF1, Gzma y Gzmb) y quimiocinas (CXCL8 y MIP-1b) comparadas con las 
NKdim338. Los genes que codifican para las citocinas también tienen una expresión 
diferencial entre las dos subpoblaciones siendo mayor para los genes IGFBP-3 e IGF-1 en 
las NKdim y para los genes GM-CSF, TARC y TGFbeta3 para las NKbright según un 
estudio353. Por todas estas diferencias, las células NKdim son consideradas como reales 
citotóxicas mientras que las células NKbright están asociadas a funciones regulatorias de la 
respuesta inmune354. 
Los plasmablastos son células B altamente diferenciadas hacia la producción de 
anticuerpos y están relacionadas con la actividad clínica y radiológica en la EM355. Se ha 
encontrado que pueden ser hasta el 40% de las células B en el LCR de pacientes con EM. 
Aunque es lógico pensar que su papel en la EM es la producción de autoanticuerpos, se les 
han atribuido otras funciones en la colaboración de células B y T y en la producción de IL-
10. Aún hay muchos datos desconocidos sobre la participación de los plasmablastos en la 
fisiopatología de la EM. En el presente estudio, hay un mayor porcentaje de plasmablastos 
pre-tratamiento en los pacientes que responden bien al fingolimod, así como mayor actividad 
transcripcional en lo relativo a la síntesis de anticuerpos. Un ejemplo de esta observación es 
la sobre-expresión basal del gen GPI que codifica para la glucosa fosfato isomerasa (GPI), 
una linfocina que induce producción de inmunoglobulinas249. En artritis reumatoide los 
niveles de GPI se correlacionan con la actividad de la enfermedad y se ha demostrado que 
fingolimod puede evitar brotes inducidos por GPI356,357. Un comportamiento opuesto fue 
observado en este estudio en los genes que codifican para los receptores de 
inmunoglobulinas FCRL1 y FCRL2 indicando que los pacientes respondedores a pesar de 
exhibir un aumento en la producción de inmunoglobulinas presentan una menor actividad de 
sus receptores. Se han estudiado las variantes de los receptores de inmunoglobulinas 
FCRL1 y FCRL2 en los linfocitos B y existen algunos polimorfismos relacionados con 
enfermedades autoinmunes358. Anticuerpos contra el receptor FCRL2 han imitado la función 
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de los antígenos reconocidos por este receptor provocando inhibición de la señalización del 
BCR266 y esto podría constituir una diana terapéutica. Por otro lado bajos niveles de FCRL1 
y 2 se han asociado con un aumento de la actividad radiológica en EM265 y esto está en 
concordancia con que fingolimod ejerce un mejor efecto en los pacientes con un componente 
más inflamatorio.  
A nivel transcripcional, además de los hallazgos ya comentados, los pacientes 
respondedores presentaban diferencias con respecto a los pacientes no respondedores 
antes del tratamiento en cuanto a la diferenciación y la función efectora de los linfocitos T.  
Dos genes relacionados con la diferenciación de los linfocitos T se encontraban sobre-
expresados en los respondedores antes del tratamiento: TNFSF8 y SPP1. El gen TNFSF8 
juega un papel principal en la diferenciación a Th1 y Th17 en EAE. Esto se ha demostrado 
a través del modelo animal EAE en el cual ratones con deleción de TNFSF8 son resistentes 
a la inducción de la enfermedad247. Por su parte el gen SPP1, que codifica para la 
osteopontina, funciona como una citocina inflamatoria que regula positivamente la expresión 
de IFN-γ e IL-12 y se ha usado como marcador diagnóstico de EM359. Se ha visto también 
que la disminución en la diferenciación a Th17 producida por IFN-β en los pacientes con EM 
es dependiente de osteopontina248.  
De la misma manera que con las funciones efectoras, los pacientes respondedores 
también presentaron diferencias basales en genes relacionados con la respuesta reguladora 
T cuando se compararon con los no respondedores. El gen FoxP3253 presentó una expresión 
diferencial entre los pacientes respondedores y no respondedores antes del inicio de la 
terapia. Los pacientes respondedores presentaron niveles más altos de expresión de este 
gen indicando que una adecuada respuesta reguladora en respuesta a la inflamación 
durante la enfermedad está en relación con un buen pronóstico. El mismo comportamiento 
se observó con el gen GBP1 que codifica para la proteína de unión a guanilato (GBP1) 
inducida por interferón y que funciona como un regulador de la activación de linfocitos T. Su 
bloqueo lleva a reforzar la activación de la señalización TCR/CD3 y al aumento de la 
producción de IL2254. Polimorfismos de este gen (JAK2-ILR10-GBP1-PIAS1) se han 
relacionado con la respuesta a interferon360 lo cual refuerza que las características basales 
de los pacientes con respecto a la función reguladora de los linfocitos T tienen un valor 
pronóstico. Otro ejemplo de este patrón en el presente estudio es la sobre-expresión del gen 
TNFRSF9 (CD137 o 4-1BB) en los respondedores pre-tratamiento. Este gen es un miembro 
de la familia de receptores del TNF que regula la activación y proliferación de células 
inmunes así como la apoptosis de células inmunes activadas255. Es expresado en linfocitos 
T reguladores y se ha encontrado disminuido en los linfocitos T reguladores de pacientes 
con EM respecto a controles sanos361. En el LCR de pacientes con EM, los niveles de CD137 
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se han correlacionado con la actividad de la enfermedad independientemente de otras 
moléculas como IFN-γ o IL-2255.  
Sin embargo, este aspecto parece ser aún más complejo ya que en este estudio 
genes pertenecientes a otra vía relacionada con las funciones reguladoras de los linfocitos 
T y con el mantenimiento de la tolerancia inmune presentaron niveles más bajos en los 
respondedores pre-tratamiento que en los no respondedores. Es el caso de los genes 
BCL3258, FOXj1, FOXO3 y NFKBIZ. Los 3 últimos actúan vía inducción de la subunidad 
inhibitoria IkBβ259,260,362,363 suprimiendo la respuesta Th1 y la activación de la vía NFkB en 
los linfocitos CD4; promoviendo la apoptosis de CD8 autorreactivas270,271 y suprimiendo la 
producción de IL-6 con aumento de la producción de IL-10 por los linfocitos B268,269,273,364. El 
gen BCL3 además de ser un regulador negativo de la vía NFkB, es un gen antiapoptotico365 
implicado en la supervivencia y actividad de las células de la respuesta inmune adaptativa, 
en preservación de la tolerancia inmune y sus alteraciones están relacionadas con múltiples 
enfermedades autoinmunes267. Otro ejemplo de esto es el gen anti-inflamatorio TCL1A que 
codifica para un co-regulador transcripcional del NFkB65. Su expresión es inducida por 
estrógenos366 y el efecto sobre el sistema inmune es la disminución en la expresión de 
mediadores inmunes como IL17A, IL17RA, CCR6, CCL20, TLR2, TLR7, TLR9, TLR10 y 
NFkB262. 
Recientemente se ha reconocido el papel de la inmunidad innata en la EM ya que se 
ha demostrado que sus células son capaces de producir daño directo a la mielina del SNC 
y juegan un papel importante como fuente de ROS que contribuyen al daño axonal367. 
Adicionalmente se ha observado que las PBMCs productoras de citocinas de pacientes con 
EM tienen una mayor producción de óxido nítrico durante los brotes368 lo cual podría 
relacionar el estrés oxidativo no solo con el daño axonal sino también con los componentes 
iniciales inflamatorios en la EM. En el presente estudio, los pacientes respondedores también 
presentaron diferencias pre-tratamiento con los no-respondedores en genes relacionados 
con la inmunidad innata. Por un lado se observaron niveles más altos del gen de la 
quimiocina CXCL9, quimio atrayente de linfocitos a los sitios de inflamación250,251, y por otro 
niveles más bajos del gen de la quimiocina CXCL5, encargada del reclutamiento de 
neutrófilos. Este último, se ha encontrado diferencialmente expresado en enfermedades 
autoinmunes incluyendo la EM365 y se ha demostrado que fingolimod disminuye la liberación 
y transcripción de esta quimiocina por los astrocitos y la microglia276157 y probablemente, este 
sea otro de los mecanismos por los cuales el fingolimod produce un efecto antinflamatorio 
en el SNC.  
También se observaron niveles más bajos de los genes NRLP1 y JAK3 en los 
pacientes respondedores antes del tratamiento. El gen NRLP1 codifica para un inflamasoma 
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que es definido como un grupo de proteínas del sistema inmune innato que detectan 
moléculas producidas durante las infecciones o noxas y que desencadenan cascadas 
inflamatorias de caspasas, IL1β e IL-18 y producen muerte celular277. Algunos polimorfismos 
de este gen han sido asociados a EM familiar y melanoma369, sin embargo estos datos no 
han podido validarse en estudios de otras cohortes370. Se ha demostrado que se disminuye 
en respuesta a IFN-β en EM371. Por su parte el gen JAK3 está implicado en el desarrollo de 
células del sistema inmune innato como las células NK372. Dos genes protectores contra el 
estrés oxidativo se encontraron en más altos niveles de expresión en los respondedores que 
en los no-respondedores. Se trata de los genes PPM1G y TXNRD1257. La regulación de este 
último gen se había estudiado previamente en pacientes con EM en tratamiento con IFN-β 
sin encontrar diferencias significativas373.   
La cronificación de la respuesta inflamatoria es una de las características principales 
de las enfermedades autoinmunes. En este estudio se encontró una menor expresión en los 
respondedores de dos genes implicados con esta cronificación indicando que los 
mecanismos de cronificación no solo están alterados en la enfermedad, sino que tienen un 
impacto en la respuesta a los fármacos. Se trata de los genes MMP2 y el gen que codifica 
para la leptina LEP.  MMP2 es una metaloproteinasa esencial para la inducción de los 
síntomas inflamatorios en EAE y está presente en mayor cantidad en el LCR de pacientes 
con EM275. Algunos tratamientos como IFN- β producen una reducción en los niveles de 
expresión de MMP2374. La leptina es un adipoquina producida por el tejido adiposo, que está 
involucrada con la disminución del apetito y del peso corporal alterando el balance cerebral 
entre los péptidos anorexígenos (MSH,  CRF) y orexígenos (AGRP, neuropéptido Y) pero 
también está implicada en la modulación de la respuesta inmune Th1/Th2 y su alteración se 
ha relacionado con obesidad, con enfermedades autoinmunes274 y con la inflamación crónica 
en EM. Datos de experimentación básica en ratones EAE mostraron que los niveles séricos 
de leptina se relacionaron con la intensidad de los síntomas y el bloqueo de la producción 
de leptina mediante la inanición aguda disminuyó los síntomas de EAE e indujo un cambio 
hacia una respuesta Th2. Además, los anticuerpos contra la leptina inhibieron la proliferación 
de células T autorreactivas in vitro375. Los niveles séricos de leptina y de A-FABP (proteína 
ligada a ácidos grasos de adipocitos) se han encontrado elevados en pacientes con EM (RR 
y SP) comparado con controles sanos376,377. El gen de la leptina también se ha visto regulado 
positivamente hasta 6.5 veces en lesiones activas de pacientes con EM frente a lesiones 
silentes378 y los niveles de leptina se han correlacionado positivamente con la producción de 
citocinas inflamatorias379 y negativamente con el número de células T reguladoras380 y los 
niveles de FoxP3381. También se han relacionado los altos niveles basales de leptina con 
una mayor tasa de brotes en pacientes con EM en tratamiento con IFN-β382. Más 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D
is
cu
si
ón
 
147 
 
recientemente, en un estudio con 200 pacientes EM y 200 controles sanos, se han descrito 
polimorfismos del gen de la leptina y del gen del receptor de leptina asociados al riesgo de 
EM, que están pendientes de validar en grandes cohortes377.  El rol de la leptina en 
enfermedades autoinmunes puede estar mediado por la regulación a la baja de la enzima 
microsomal CoA desaturasa 1 (SCD-1), necesaria para la síntesis de ácidos grasos 
insaturados a partir de saturados y que se ha encontrado elevada en ratones con mutación 
en el gen de la leptina y regulada a la baja en el cerebro de pacientes con EM274.  
Estos datos pueden estar indicando que los pacientes con una respuesta inmune 
adaptativa más marcada dada por una mayor diferenciación de células hacia perfiles Th1 y 
Th17, una mayor producción de inmunoglobulinas y una mejor respuesta reguladora con 
preservación de los mecanismos de tolerancia inmune son más susceptibles de responder 
mejor a fingolimod. Además, queda claro que los factores linfocitarios que inducen la llegada 
de las células de la inmunidad innata a los sitios de inflamación son un factor determinante 
de la respuesta clínica y que una menor actividad de las células de la respuesta inmune 
innata inducida por los linfocitos favorece una buena respuesta al tratamiento, así como una 
mejor protección contra el estrés oxidativo y la cronificación de la respuesta inflamatoria.  
 
 
Modelos predictivos 
En los últimos años se ha prestado mucha atención a biomarcadores diagnósticos que 
permitan la selección adecuada de medicamentos para una determinada enfermedad. 
Existen múltiples ensayos clínicos que evalúan la eficacia y los riesgos de los fármacos y a 
partir de ellos se han podido establecer subgrupos de pacientes con una respuesta no óptima 
a los tratamientos. A nivel clínico, celular y molecular, las nuevas tecnologías nos permiten 
obtener, procesar y analizar una gran cantidad de datos a una velocidad cada vez mayor 
con el beneficio que esto supone para el tratamiento oportuno de las enfermedades ya que 
acorta los tiempos de diagnóstico y la selección de tratamientos individualizados según la 
información del paciente.  Menos atención se ha prestado a la selección de biomarcadores 
de respuesta a los tratamientos. Este es el gran reto de la medicina personalizada383.  
Se pueden obtener datos clínicos de múltiples fuentes, historias clínicas electrónicas, 
registros en los aparatos de diagnóstico o análisis de laboratorio rutinario. Por otro lado, 
desde la investigación básica es posible obtener datos como los perfiles celulares, 
genómicos o transcriptómicos de un paciente y poder predecir la respuesta clínica a una 
terapia. El objetivo central de todas estas investigaciones es integrar los datos de los 
pacientes y las enfermedades obtenidos de todas las fuentes para poder sacar el máximo 
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rendimiento y orientados en la búsqueda de biomarcadores útiles y que en lo posible puedan 
estar al alcance de la mayor parte de los pacientes.    
Los datos de expresión génica obtenidos mediante secuenciación masiva no están 
exentos de errores dada la alta heterogeneidad observada entre individuos con las mismas 
características aparentemente sanos. Por eso, los métodos estadísticos deben ser muy 
estrictos y se deben escoger adecuadamente los grupos de control. Es importante también 
saber que a pesar de esta heterogeneidad, comparten entre el 80-100% de los perfiles de 
expresión génica y esto permite el abordaje de dichas comparaciones384.   
Para poder optimizar el uso de los datos obtenidos es posible aplicar diferentes 
modelos predictivos según los tipos de variables y las características de la población a 
estudiar. Existen numerosas pruebas usadas en los ensayos clínicos para evaluar las 
interacciones entre el tratamiento y el conjunto de marcadores de interés como las 
regresiones simples, binarias, binomial negativa, modelos bayesianos de árbol de 
regresiones385, la prueba estándar de Wald o la prueba de puntaje de kernel machine (KM), 
cada una con sus ventajas y limitaciones383. Incluso, dada la alta complejidad del manejo de 
los datos, existen plataformas diseñadas para la realización de modelos de respuesta en 
tratamientos de cáncer386. En todos ellos hay una o más variables dependientes o de 
respuesta y las variables independientes que se denominan biomarcadores.  
En el presente estudio se ha partido de una inmensa cantidad de datos de citometría 
de flujo y secuenciación masiva de ARN, así como de datos clínicos de los pacientes con 
EM antes de comenzar el tratamiento con fingolimod y se realizó una correlación de estos 
datos con la respuesta clínica de los pacientes a 2 años. De todas las variables analizadas, 
las que tenían una mejor correlación con la respuesta clínica fueron introducidas en un 
modelo predictivo. Después de realizar un análisis de los posibles modelos a usar, y dado el 
número de pacientes y de variables, así como las características de los mismos, se 
seleccionó el modelo probabilístico lineal que es como una regresión lineal pero donde la 
variable dependiente es dicotómica que en este caso sería la respuesta NEDA o EDA al 
tratamiento. 
El modelo presentado en este trabajo fue posteriormente validado en 30 muestras 
usando los datos de citometría y qPCR con resultados muy buenos de sensibilidad y 
especificidad.  Sin embargo, para su implementación en la práctica clínica es necesario que 
sea validado por diferentes cohortes y con un número mayor de pacientes. Esta podría ser 
la base para investigaciones futuras a este respecto.  
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6. 6. Conclusiones 
 
 
 
 
• Existen diferencias en los linfocitos de pacientes con EM y la población general a 
nivel celular y molecular como un mayor porcentaje de linfocitos LB1 y una mayor 
expresión de genes relacionados con la diferenciación linfocitaria, las funciones 
efectoras de los linfocitos T y B y la respuesta inmune innata.   
• Además del principal mecanismo de acción del fingolimod, el secuestro de linfocitos 
CCR7+ en el ganglio linfático, se pone en evidencia el efecto de fingolimod en la 
respuesta inmune adaptativa a través la disminución de la diferenciación de linfocitos 
T hacia un perfil Th17 y de linfocitos B hacia un perfil de células B de memoria o 
productoras de anticuerpos. 
• Fingolimod ejerce también un efecto en la potenciación de la respuesta inmune innata 
a través del aumento del porcentaje de los linfocitos NK y la regulación al alza de 
vías como el complemento y la apoptosis y a su vez ejerce un efecto protector contra 
es estrés oxidativo en los linfocitos de pacientes con EM. 
• Fingolimod induce un efecto diferencial en los linfocitos de pacientes con EM de 
acuerdo a la respuesta clínica siendo mayor el impacto en la diferenciación a Th17 y 
linfocitos B, así como la regulación al alza del componente C3 del complemento en 
los respondedores que en los no respondedores tras 6 meses de tratamiento.  
• Los pacientes con EM presentan características celulares y moleculares específicas 
que pueden servir como predictores de la respuesta clínica a fingolimod como el 
Capítulo 
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porcentaje basal de plasmablastos y NK bright y los niveles de expresión de los 
genes GPI, FOXP3 y FCRL1. 
• El modelo validado en este estudio en una muestra de 30 pacientes con 5 
biomarcadores seleccionados predice la respuesta NEDA-4 a dos años con una 
sensibilidad de 85% y una especificidad de 95%. Tiene un valor predictivo positivo 
de 85% y un valor predictivo negativo de 95. 
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 Anexo 1. Consentimiento informado del estudio 
 
 
HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE 
 
 Almacenamiento de muestras para el estudio de caracterización de las vías th17, distribución 
de las poblaciones linfocitarias y cambios en la expresión genética en pacientes tratados con 
Gilenya (fingolimod), descripción de sus patrones de acuerdo a la respuesta clínico-
radiológica. 
 
 
La unidad de neuro-inmunología está formada por un equipo de neurólogos, enfermeras e 
investigadores especializados en esclerosis múltiple, que poseen un amplio conocimiento y 
experiencia en esta enfermedad.  
En esta unidad hemos emprendido diversas líneas de investigación que pretenden esclarecer 
diferentes aspectos de la enfermedad como son el diagnóstico, pronóstico y tratamientos. Estas 
investigaciones pueden ser de gran utilidad para orientarnos en un futuro próximo en el entendimiento 
de esta enfermedad y en el diseño de tratamientos más eficaces. 
Para llevar a cabo estos estudios se necesita obtener muestras de sangre de personas que como 
usted padecen esclerosis múltiple y que voluntariamente decidan participar. En este documento se le 
pide su consentimiento para extraer y almacenar una muestra de sangre y recoger datos de su historia 
clínica, que permitan obtener información suficiente para el desarrollo de nuestro trabajo. 
 
Objetivo 
El objetivo es la analizar caracterización de las vías inflamatorias, la distribución de las poblaciones 
celulares y los cambios en la expresión genética en pacientes que inician tratamiento con Gylenia 
(fingolimod).  Queremos conocer cómo estos distintos patrones celulares y genéticos genes influyen 
sobre la esclerosis múltiple; sobre el curso de la enfermedad; o sobre la eficacia de su tratamiento. El 
objetivo final es comprender mejor el sistema inmune y mejorar los procedimientos de diagnóstico y 
tratamiento de la esclerosis múltiple. 
 
Metodología empleada 
Se le extraerá una muestra de sangre, aproximadamente 30-40 ml, a la que se asignará un código 
alfanumérico que será el único identificador de la muestra. Los códigos de las muestras se incluirán 
en una lista junto a su identificación personal. Las muestras extraídas se almacenarán y conservarán 
en un lugar seguro y de acceso restringido en el Servicio de Neuroinmunología durante un periodo 
máximo de 20 años. Transcurridos esos 20 años, las muestran serán anonimizadas, destruyendo la 
lista que vincula la muestra y su identificación personal. 
 
Riesgos y beneficios esperados para el paciente o la sociedad 
El estudio no supone ningún riesgo para su salud, aparte de las posibles molestias de una extracción 
normal de sangre (hematoma, dolor y, raras veces, tumefacción o infección local). No es previsible 
que usted obtenga ningún beneficio directo por participar en este estudio, pero la información que 
obtengamos puede servir en el futuro para comprender mejor el funcionamiento del Sistema Inmune 
y mejorar los procedimientos de diagnóstico y tratamiento de ciertas enfermedades relacionadas con 
él. 
Compensación 
No recibirá ningún tipo de compensación económica o de cualquier otro tipo por su participación en 
este estudio o derivada de sus resultados 
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Confidencialidad 
Toda la información que se obtenga de su muestra, así como toda la información clínica referente a 
usted utilizada en las investigaciones que se realicen, será considerada como confidencial y tratada 
en consecuencia, conforme a lo dispuesto por la Ley Orgánica 15/1999 de 13 de diciembre, de 
Protección de Datos de Carácter Personal. 
Para garantizar que la información de su muestra de sangre no se relaciona con su identidad, su 
muestra sólo irá identificada desde el momento de la extracción con un código, no con su nombre. 
Sólo este código, y nunca su identidad, aparecerá en las bases de datos. La relación entre su código 
y su identidad quedará custodiada por alguna persona autorizada del equipo investigador, 
adoptándose medidas estrictas para que tal información sólo esté disponible para el personal 
autorizado, que en ningún caso podrá desvelar su identidad a terceros. Así podemos asegurar que 
cualquier información que se obtenga a partir de su muestra de sangre permanece confidencial. 
 
Sus datos y parte de su muestra podrían ser transferidos a otros equipos de investigación que trabajen 
en el mismo campo. En tal caso, se asegurará que estos datos sean tratados, de igual manera, con 
estricta confidencialidad por otros investigadores. 
 
Participación voluntaria 
La decisión de participar en este estudio y proporcionar la información mencionada, así como una 
muestra de sangre es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmará que 
desea participar. Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento 
después de firmarlo y sin tener que explicar los motivos. Si decide retirar su consentimiento, su 
muestra será destruida y sólo se guardará la información obtenida hasta ese momento, pero no podrá 
obtenerse nueva información A partir de los 20 años desde la extracción, la muestra no podrá 
destruirse pues no es posible vincularla a Ud. al ser anónimas, como previamente se ha comentado. 
Su no-participación o retirará posterior del consentimiento no afectará en modo alguno a su asistencia 
médica presente o futura.  
 
Obtención de información adicional 
El equipo investigador estará formado por miembros del Servicio de Neuroinmunología del Hospital 
Puerta de Hierro, siendo el facultativo responsable de este estudio el Dr. García Merino. Si usted 
desea hacer cualquier pregunta sobre su participación o sus derechos como paciente, ahora o en 
cualquier otro momento, no dude en contactar con ellos o con cualquier otra persona del equipo de 
investigación. 
 
 
 
Esta información ha sido proporcionada por el Dr. 
___________________________________   al/a la paciente D/Dª. 
_____________________________________________________ 
 
 
En ______________ a _____de _________________ de    20____ 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
 Almacenamiento de muestras para el estudio de caracterización de las vías th17, distribución 
de las poblaciones linfocitarias y cambios en la expresión genética en pacientes tratados con 
Gylenia (fingolimod), descripción de sus patrones de acuerdo a la respuesta clínico-
radiológica. 
 
Yo, D/Dª.  
Con DNI n.º 
    
Declaro: que he recibido suficiente información sobre el uso de las muestras obtenidas, que 
comprendo el alcance de dichas investigaciones y que he podido preguntar sobre todos los aspectos 
que he creído conveniente obteniendo aclaración sobre cada uno de ellos, por lo que doy mi 
consentimiento a la utilización de la muestra de sangre con fines de investigación bajo la supervisión 
del Dr. García Merino con la ayuda de los colaboradores y personal auxiliar que precise. 
Por lo anterior OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que se proceda al almacenamiento de una 
muestra de sangre y estudio de la caracterización de las vías th17, distribución de las poblaciones 
linfocitarias y cambios en la expresión genética en pacientes tratados con Gilenya (fingolimod), 
descripción de sus patrones de acuerdo a la respuesta clínico-radiológica 
 
Firma del paciente Fecha 
 
Firma del tutor Fecha 
(Caso de menor o incapacitado legalmente) 
 
 
Firma del médico Fecha 
 
REVOCACIÓN 
En ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad 
de revocarlo y solicito que se proceda a la destrucción de las muestras utilizadas. 
 
Firma          Fecha
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 Anexo 3. Tablas de porcentajes de subpoblaciones linfocitarias  
 
 
Diferencias entre los pacientes y los grupos control  
Porcentajes  valores de p  
Pacientes 
(Basal)       
n=40 
Control 1        
n=10 
Control 2        
n=10 
Pacientes 
vs control 
1 
Pacientes 
vs control 
2 
Linfocitos T (LT) 73.98+/-9.71 73.23+/-7.91 75.5+/-4.64 p=0.7342 p=0.8272 
Células T colaboradoras (Th) 48.36+/-9.86 44.17+/-9.05 45.46+/-5.3 p=0.1986 p=0.2072 
Células T citotóxicas (Tc) 22.02+/-5.84 25.32+/-6.93 25.41+/-4.94 p=0.1524 p=0.0727 
Linfocitos B (LB) 14.43+/-4.79 12.92+/-8.14 10.32+/-3.11 p=0.1456 p=0.0079 
Células asesinas naturales (NK) 9.44+/-7.94 11.05+/-3.16 10.07+/-2.98 p=0.0896 p=0.1390 
Células T NK (NKT) 3.2+/-3.73 3.08+/-42.17 3.3+/-1.22 p=0.5605 p=0.0895 
NKbright (% de NKs) 12.58+/-8.04 11.24+/-6.35 8.79+/-4.15 p=0.7342 p=0.1903 
NKdim (% de NKs) 86.86+/-7.88 88.75+/-6.35 91.20+/-4015 p=0.6276 p=0.1326 
CD4 T vírgenes (CD4 Tn) 23.01+/-9.33 19.18+/-6.37 21.99+/-5.65 p=0.1986 p=0.7342 
CD8 T vírgenes (CD8 Tn) 11.3+/-6.04 11.85+/-4.93 11.31+/-2.52 p=0.6276 p=0.8462 
CD4 T de memoria central (CD4 TCM)  21.99+/-7.39 21.49+/-7.02 21.02+/-4.5 p=1.0000 p=0.6276 
CD8 T de memoria central (CD8 TCM)   2.36+/-1.8 3.16+/-1.67 3.39+/-1.66 p=0.0727 p=0.0495 
CD4 T de memoria efectora (CD4 TEM)   2.95+/-2.8 2.95+/-2.14 2.27+/-1.42 p=0.716 p=0.6801 
CD4 T de memoria efectora RA (CD4 TEMRA)   0.41+/-0.78 0.54+/-0.71 0.17+/-0.15 p=0.2347 p=0.4669 
CD8 T de memoria efectora (CD8 TEM)   2.71+/-2.15 2.65+/-1.17 3.18+/-2.18 p=0.5605 p=0.3826 
CD8 T de memoria efectora RA (CD8 TEMRA) 5.66+/-4.23 7.67+/-1.9 7.52+/-2.92 p=0.0257 p=0.0618 
T reguladoras (T reg) 1.56+/-0.82 1.9+/-0.69 1.19+/-0.45 p=0.2161 p=0.2072 
B vírgenes (Bn1) (% de CD20) 54.65+/-13 58+/-11.46 58.15+/-9.1 p=0.7896 p=0.6624 
B de memoria (BMem1) (% de CD20) 28.21+/-8.57 31.46+/-7.62 32.46+/-4.76 p=0.3320 p=0.1456 
Células LB1cells (% deCD20) 0.8+/-0.63 0.97+/-0.32 3.47+/-1.49 p=0.1743 p<0.001 
Células LB1 CD11b+ (% de CD20) 0.72+/-0.52 0.87+/-0.28 3.21+/-1.55 p=0.1149 p<0.001 
B vírgenes (Bn2) (% de CD19) 64.5+/-9.9 61.48+/-10.62 59.88+/-10.15 p=0.3442 p=0.2859 
B de memoria (BMem2) (% de CD19) 26.62+/-10.2 30.17+/-5.84 29.29+/-3.15 p=0.1094 p=0.2859 
B de memoria class switched (CS BMem) (% de CD19) 14.58+/-8.49 17.41+/-3.93 15.97+/-3.52 p=0.1524 p=0.3200 
B de memoria non-class switched (NoCS BMem) (% de CD19) 12.04+/-5.71 12.76+/-3.17 13.32+/-2.94 p=0.3892 p=0.2859 
Células B inmaduras (B inm) (% de CD19) 3.33+/-1.81 3.55+/-1.08 3.83+/-0.88 p=0.3960 p=0.1327 
Células B transicionales (BTransi) (% de CD19) 3.02+/-2.68 2.46+/-1.54 2.78+/-1.38 p=0.8462 p=0.8084 
Plasmablastos (PB) (% de CD19) 3.16+/-1.55 3.18+/-1.2 3.96+/-0.66 p=0.8084 p=0.0653 
Células B reguladoras (Breg1) (% de CD19) 14.09+/-10 18.41+/-7.64 18.58+/-9.34 p=0.0851 p=0.0896 
Células B reguladoras (Breg2) (% de CD19) 7.62+/-5.51 6+/-3.06 5.77+/-1.45 p=0.6276 p=0.3631 
Células plasmáticas (CP) (% de CD19) 15.77+/-14.34 10+/-7.88 15.54+/-9.15 p=0.0653 p=0.6105 
Células B CD5+ (% de CD19) 16.66+/-10.73 19.52+/-5.94 18.53+/-5.09 p=0.1206 p=0.1456 
Células IL17+  1.57+/-1.09 1.46+/-0.58 0.77+/-0.52 p=0.8366 p=0.0186 
Células CD4+IL17+ 0.99+/-0.6 0.95+/-0.39 0.58+/-0.42 p=0.9013 p=0.0309 
Células CD8+IL17+ 0.24+/-0.21 0.21+/-0.09 0.1+/-0.09 p=0.5443 p=0.0226 
Células CD4+CCR6+CCR4+ 2.7+/-2.45 2.93+/-1.37 2.15+/-1.93 p=0.2538 p=0.4568 
Células CD4+CD161+CCR6+CCR4+ 0.54+/-0.58 0.43+/-0.52 0.34+/-0.31 p=0.6374 p=0.4419 
Células CD8+CCR6+CCR4+ 10.72+/-4.43 13.85+/-5.08 12.42+/-6.98 p=0.0825 p=0.5683 
Células CD8+CD161+CCR6+CCR4+ 1.02+/-1.31 0.7+/-0.48 0.97+/-0.96 p=0.6552 p=0.9210 
Células IFN+ 20.53+/-10.72 21.27+/-4.6 20.05+/-6.61 p=0.3210 p=0.7659 
Células IFN+CD4 7.18+/-3.72 6.89+/-1.92 6.46+/-2.7 p=0.9802 p=0.5683 
Células IFN+CD8 9.74+/-6.56 11.15+/-4.31 10.91+/-5.98 p=0.2436 p=0.4273 
Células IL2+ 6.48+/-5.47 5.68+/-2.30 3.72+/-1.26 p=0.8041 p=0.1928 
Células IL2+CD4 3.21+/-2.24 3.38+/-1.54 1.99+/-0.85 p=0.5852 p=0.1574 
Células IL2+CD8 0.54+/-0.51 0.73+/-0.58 0.3+/-0.25 p=0.3091 p=0.2975 
Células IL17+IFN+ 0.3+/-0.33 0.28+/-0.1 0.16+/-0.13 p=0.8620 p=0.1237 
Células IL17+IFN+CD4 0.12+/-0.09 0.13+/-0.06 0.09+/-0.09 p=0.3853 p=0.2975 
Células IL17+IFN+CD8 0.17+/-0.15 0.1+/-0.06 0.05+/-0.04 p=0.2861 p=0.0431 
 
Nota: Se compararon los porcentajes de 48 subpoblaciones de linfocitos entre las muestras obtenidas de sujetos control 1 y 2 
(pacientes sin tratamiento previo y controles sanos) y pacientes con EM antes del tratamiento con fingolimod. Los porcentajes 
se calcularon con respecto al PBMCS total o a otra subpoblación que se especifica entre paréntesis. Los valores son medias 
+/- DE de cada grupo. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-Whitney para comparar las diferencias entre 
los subgrupos. p <0.001 se consideró estadísticamente significativo después de la corrección de Bonferroni para múltiples 
pruebas.  
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Diferencias entre los subgrupos  
Subgrupos 
 
Valores de p   
Grupo No NTZ 
(n=18) 
Grupo -NTZ 
(n=22) 
 
Grupo NTZ vs. No-
NTZ  
Linfocitos T (LT) 73.4+/-10.97 74.46+/-8.79 
 
p=0.8704 
Células T colaboradoras (Th) 47.55+/-11.41 49.03+/-8.61 
 
p=0.8278 
Células T citotóxicas (Tc) 22.08+/-5.92 21.98+/-5.91 
 
p=0.7649 
Linfocitos B (LB) 14.17+/-5.19 14.65+/-4.54 
 
p=0.5681 
Células asesinas naturales (NK) 10.38+/-6.73 8.66+/-8.89 
 
p=0.0645 
Células T NK (NKT) 4.21+/-4.19 2.37+/-3.17 
 
p=0.0625 
NKbright (% de NKs) 12.86+/-8.27 12.91+/-8.05 
 
p=0.9783 
NKdim (% de NKs) 87.14+/-8.27 86.65+/-7.74 
 
p=0.8490 
CD4 T vírgenes (CD4 Tn) 21.85+/-11.6 23.96+/-7.12 
 
p=0.2212 
CD8 T vírgenes (CD8 Tn) 8.66+/-5.5 13.46+/-5.69 
 
p=0.0060 
CD4 T de memoria central (CD4 TCM)  22.6+/-7.46 21.49+/-7.48 
 
p=0.4465 
CD8 T de memoria central (CD8 TCM)   2.35+/-1.66 2.36+/-1.94 
 
p=0.7649 
CD4 T de memoria efectora (CD4 TEM)   2.9+/-1.99 3+/-3.37 
 
p=0.3277 
CD4 T de memoria efectora RA (CD4 TEMRA)   0.2+/-0.34 0.58+/-0.99 
 
p=0.4465 
CD8 T de memoria efectora (CD8 TEM)   3.65+/-2.62 1.94+/-1.27 
 
p=0.0388 
CD8 T de memoria efectora RA (CD8 TEMRA) 7.42+/-4.75 4.22+/-3.18 
 
p=0.0134 
T reguladoras (T reg) 1.4+/-0.83 1.69+/-0.8 
 
p=0.2212 
B vírgenes (Bn1) (% de CD20) 51.34+/-12.9 57.36+/-12.73 
 
p=0.1212 
B de memoria (BMem1) (% de CD20) 29.13+/-7.23 27.46+/-9.63 
 
p=0.5680 
Células LB1cells (% deCD20) 0.73+/-0.37 0.86+/-0.79 
 
p=0.6341 
Células LB1 CD11b+ (% de CD20) 0.67+/-0.32 0.75+/-0.65 
 
p=0.5498 
B vírgenes (Bn2) (% de CD19) 60.69+/-9.32 67.61+/-9.45 
 
p=0.0240 
B de memoria (BMem2) (% de CD19) 29.65+/-10.5 24.15+/-9.47 
 
p=0.0428 
B de memoria class switched (CS BMem) (% de CD19) 17.72+/-9.07 12.01+/-7.22 
 
p=0.0363 
B de memoria non-class switched (NoCS BMem) (% de CD19) 11.93+/-6 12.14+/-5.6 
 
p=0.9350 
Células B inmaduras (B inm) (% de CD19) 2.88+/-1.43 3.69+/-2.03 
 
p=0.2650 
Células B transicionales (BTransi) (% de CD19) 4.51+/-3.22 1.7+/-1.31 
 
<p=0.001 
Plasmablastos (PB) (% de CD19) 3.32+/-1.57 3.02+/-1.56 
 
p=0.3769 
Células B reguladoras (Breg1) (% de CD19) 16.7+/-12.03 11.96+/-7.61 
 
p=0.1575 
Células B reguladoras (Breg2) (% de CD19) 7.68+/-6.55 7.57+/-4.65 
 
p=0.8491 
Células plasmáticas (CP) (% de CD19) 15.59+/-18.52 15.91+/-10.2 
 
p=0.3277 
Células B CD5+ (% de CD19) 16.97+/-15.23 16.4+/-5.1 
 
p=0.4629 
Células IL17+  1.26+/-0.92 1.82+/-1.17 
 
p=0.1574 
Células CD4+IL17+ 0.84+/-0.54 1.11+/-0.62 
 
p=0.1740 
Células CD8+IL17+ 0.17+/-0.17 0.29+/-0.23 
 
p=0.0868 
Células CD4+CCR6+CCR4+ 3.64+/-3.34 1.96+/-1.03 
 
p=0.1486 
Células CD4+CD161+CCR6+CCR4+ 0.62+/-0.68 0.47+/-0.51 
 
p=0.5520 
Células CD8+CCR6+CCR4+ 11.41+/-5.13 10.19+/-3.86 
 
p=0.4445 
Células CD8+CD161+CCR6+CCR4+ 1.4+/-1.85 0.73+/-0.55 
 
p=0.1408 
Células IFN+ 22.86+/-11.79 18.74+/-9.72 
 
p=0.2882 
Células IFN+CD4 7.35+/-3.68 7.06+/-3.82 
 
p=0.6302 
Células IFN+CD8 12.42+/-8.34 7.67+/-3.82 
 
p=0.0474 
Células IL2+ 7.31+/-6.5 5.83+/-4.38 
 
p=0.6420 
Células IL2+CD4 3.4+/-2.03 3.03+/-2.47 
 
p=0.4469 
Células IL2+CD8 0.47+/-0.33 0.6+/-0.63 
 
p=0.9775 
Células IL17+IFN+ 0.24+/-0.16 0.35+/-0.42 
 
p=0.4273 
Células IL17+IFN+CD4 0.09+/-0.09 0.14+/-0.09 
 
p=0.0443 
Células IL17+IFN+CD8 0.14+/-0.14 0.19+/-0.16 
 
p=0.1567 
 
Nota: Se compararon los porcentajes de 48 subpoblaciones de linfocitos entre las muestras obtenidas de sujetos del estudio 
divididos en 2 subgrupos, pacientes cuyo tratamiento previo era Natalizumab (NTZ) y pacientes cuyo tratamiento previo era 
interferón beta (No-NTZ). Los porcentajes se calcularon con respecto al PBMCS total o a otra subpoblación que se especifica 
entre paréntesis. Los valores son medias +/- DE de cada grupo. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-
Whitney para comparar las diferencias entre los subgrupos. p <0.001 se consideró estadísticamente significativo después de 
la corrección de Bonferroni para múltiples pruebas. 
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Cambio de subpoblaciones tras 6 meses de tratamiento con fingolimod  Porcentajes   valores de p ꬸ 
Subpoblaciones linfocitarias  Pre-tratamiento 
Post-
tratamiento FC ¶ 
Pre vs Post:                              
Todos los pacientes  
Pre vs Post: 
Grupo NTZ  
Pre vs Post: 
Grupo No 
NTZ 
       
Linfocitos T (LT) 73,98+/-8,7 43,15+/-18,25 ˗1,71 <0.001 <0.001 <0.001 
Células T colaboradoras (Th) 48,36+/-9,17 14,51+/-10,06 ˗3,33 <0.001 <0.001 <0.001 
Células T citotóxicas (Tc) 22,02+/-6,01 22,13+/-11,31 1,00 0.994 0.2343 0.2046 
Linfocitos B (LB) 14,43+/-5,39 6,85+/-3,5 ˗2,10 <0.001 0.0013 <0.001 
Células asesinas naturales (NK) 9,44+/-6,7 43,17+/-18,05 4,57 <0.001 <0.001 <0.001 
Células T NK (NKT) 3,2+/-3,19 11,37+/-11,32 3,55 <0.001 <0.001 <0.001 
NKbright (% de NKs) 12,89+/-7,34 5,03+/-2,89 ˗2,56 <0.001 0.0013 <0.001 
NKdim (% de NKs) 86,87+/-7,25 94,67+/-2,85 1,08 <0.001 0.0016 0.0024 
CD4 T vírgenes (CD4 Tn) 23,01+/-8,41 2,55+/-2,73 ˗9,02 <0.001 <0.001 <0.001 
CD8 T vírgenes (CD8 Tn) 11,3+/-5,37 1,85+/-1,72 ˗6,10 <0.001 <0.001 <0.001 
CD4 T de memoria central (CD4 TCM)  21,99+/-6,85 6,08+/-4,62 ˗3,61 <0.001 <0.001 <0.001 
CD8 T de memoria central (CD8 TCM)   2,36+/-1,78 1,39+/-1,55 ˗1,69 <0.001 0.0017 <0.001 
CD4 T de memoria efectora (CD4 TEM)   2,95+/-2,5 4,96+/-5,03 1,68 0.0074 0.0066 0.0017 
CD4 T de memoria efectora RA (CD4 TEMRA)   0,41+/-0,71 0,91+/-1,37 2,21 <0.001 <0.001 0.0064 
CD8 T de memoria efectora (CD8 TEM)   2,71+/-2 6,75+/-7,42 2,49 <0.001 0.0072 0.003 
CD8 T de memoria efectora RA (CD8 TEMRA) 5,66+/-3,81 12,14+/-7,08 2,14 <0.001 0.0023 <0.001 
T reguladoras (T reg) 3,2+/-1,36 7,03+/-4,2 2,19 <0.001 0.0016 <0.001 
B vírgenes (Bn1) (% de CD20) 54,65+/-12,13 72,78+/-13,51 1,33 <0.001 <0.001 <0.001 
B de memoria (BMem1) (% de CD20) 28,21+/-8 15,71+/-7,19 ˗1,79 <0.001 <0.001 <0.001 
Células LB1cells (% deCD20) 0,8+/-1,27 2,69+/-2,15 3,36 <0.001 <0.001 <0.001 
Células LB1 CD11b+ (% de CD20) 0,72+/-1,19 0,84+/-0,74 1,16 0.6133 0.438 0.357 
B vírgenes (Bn2) (% de CD19) 64,5+/-10,06 81,2+/-7,61 1,25 <0.001 <0.001 <0.001 
B de memoria (BMem2) (% de CD19) 26,62+/-8,81 11,53+/-6,69 ˗2,30 <0.001 <0.001 <0.001 
B de memoria class switched (CS BMem) (% de CD19) 14,58+/-7,29 6,17+/-5,2 ˗2,36 <0.001 0.0019 0.0033 
B de memoria non-class switched (NoCS BMem) (% de CD19) 12,04+/-4,96 5,47+/-2,75 ˗2,20 <0.001 0.0013 <0.001 
Células B inmaduras (B inm) (% de CD19) 3,33+/-1,58 5,73+/-2,95 1,72 <0.001 0.0096 0.0033 
Células B transicionales (BTransi) (% de CD19) 3,02+/-2,68 10,38+/-6,36 3,20 <0.001 0.0030 <0.001 
Plasmablastos (PB) (% de CD19) 2,93+/-1,45 6,7+/-3,92 2,28 <0.001 0.0023 0.0019 
Células B reguladoras (Breg1) (% de CD19) 2,47+/-2,02 1,15+/-1,11 ˗2,14 <0.001 0.0013 0.0037 
Células B reguladoras (Breg2) (% de CD19) 1,33+/-0,94 0,61+/-0,63 ˗2,18 0.0012 0.0028 0.0037 
Células plasmáticas (CP) (% de CD19) 15,77+/-12,76 14,7+/-13,46 ˗1,07 0.6271 0.6529 0.8484 
Células B CD5+ (% de CD19) 16,66+/-9,32 27,8+/-9,11 1,66 <0.001 0.0017 <0.001 
Células IL17+  1,57+/-0,98 0,54+/-0,41 ˗2,90 <0.001 0.0032 <0.001 
Células CD4+IL17+ 0,99+/-0,55 0,28+/-0,23 ˗3,53 <0.001 <0.001 <0.001 
Células CD8+IL17+ 0,24+/-0,19 0,1+/-0,11 ˗2,4 <0.001 0.0017 <0.001 
Células CD4+CCR6+CCR4+ 2,7+/-2,2 1,61+/-1,87 ˗1,67 0.0045 0.0067 0.0065 
Células CD4+CD161+CCR6+CCR4+ 0,54+/-0,54 0,43+/-0,44 ˗1,25 0.8137 0.2078 0.1808 
Células CD8+CCR6+CCR4+ 10,72+/-5,09 10,77+/-6,24 1,00 0.8752 0.5245 0.9032 
Células CD8+CD161+CCR6+CCR4+ 1,02+/-1,15 2,08+/-1,38 2,03 <0.001 0.0055 <0.001 
Células IFN+ 20,53+/-9,25 10,3+/-3,63 ˗1,99 <0.001 <0.001 0.0015 
Células IFN+CD4 7,18+/-3,29 1,56+/-1,33 ˗4,60 <0.001 <0.001 <0.001 
Células IFN+CD8 9,74+/-6,09 4,27+/-2,27 ˗2,28 <0.001 <0.001 <0.001 
Células IL2+ 6,48+/-4,66 2,62+/-2,82 ˗2,47 <0.001 0.0023 0.0014 
Células IL2+CD4 3,21+/-2 0,86+/-0,91 ˗3,73 <0.001 <0.001 <0.001 
Células IL2+CD8 0,54+/-0,5 0,54+/-0,83 1 0.2387 0.6417 0.179 
Células IL17+IFN+ 0,3+/-0,28 0,41+/-0,3 1,36 0.0077 0.0554 0.0536 
Células IL17+IFN+CD4 0,12+/-0,09 0,11+/-0,1 ˗1,09 0.5717 0.5245 0.9032 
Células IL17+IFN+CD8 0,17+/-0,13 0,15+/-0,12 ˗1,13 0.8382 0.1354 0.6143 
 
 
Nota: Se compararon los porcentajes de 48 subpoblaciones de linfocitos entre las muestras obtenidas antes y a los 6 meses 
de tratamiento. Los porcentajes se calcularon con respecto al PBMCS total o a otra subpoblación que se especifica entre 
paréntesis. Los valores son medias +/- DE de cada grupo. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Wilcoxon para 
comparar las diferencias entre datos apareados para toda la muestra y por subgrupos. p <0.001 se consideró estadísticamente 
significativo después de la corrección de Bonferroni para múltiples pruebas
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 Anexo 4. Resúmenes resultados GSEA (ES, NES, valores de p y 
FDRs)  
 
  ES NES nominal p-value FDR 
BIOCARTA_BCELLSURVIVAL_PATHWAY 0.27 1.30 0.0020 0.0237 
BIOCARTA_CCR3_PATHWAY 0.29 1.48 0.0655 0.2037 
BIOCARTA_CCR5_PATHWAY 0.25 1.24 0.0412 0.1861 
BIOCARTA_CXCR4_PATHWAY 0.25 1.41 0.0000 0.0037 
BIOCARTA_CYTOKINE_PATHWAY -0.30 -1.65 0.0082 0.0874 
BIOCARTA_ERK_PATHWAY 0.27 1.60 0.0493 0.1391 
BIOCARTA_GATA3_PATHWAY -0.27 -1.29 0.0663 0.1369 
BIOCARTA_IL10_PATHWAY 0.32 1.60 0.0332 0.1401 
BIOCARTA_IL12_PATHWAY 0.11 0.62 0.0663 0.1369 
BIOCARTA_IL17_PATHWAY -0.21 -1.00 0.0409 0.1564 
BIOCARTA_INFLAM_PATHWAY -0.18 -1.18 0.2087 0.1619 
BIOCARTA_MAPK_PATHWAY 0.23 2.52 0.0000 0.0021 
BIOCARTA_NKCELLS_PATHWAY 0.61 3.26 0.0000 0.0000 
BIOCARTA_NKT_PATHWAY -0.17 -1.06 0.0480 0.1252 
BIOCARTA_PYK2_PATHWAY 0.20 1.24 0.0020 0.0237 
BIOCARTA_RAC1_PATHWAY 0.28 1.58 0.0491 0.1437 
BIOCARTA_RAS_PATHWAY 0.35 2.01 0.0000 0.0295 
BIOCARTA_RELA_PATHWAY 0.28 1.36 0.0123 0.2372 
BIOCARTA_RHO_PATHWAY 0.41 2.70 0.0000 0.0013 
BIOCARTA_TGFB_PATHWAY 0.34 1.81 0.0155 0.0717 
BIOCARTA_TH1TH2_PATHWAY -0.18 -0.92 0.0560 0.2463 
KEGG_ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION 0.20 2.07 0.0059 0.0108 
KEGG_APOPTOSIS 0.15 1.66 0.0207 0.0654 
KEGG_B_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 0.20 2.02 0.0084 0.0136 
KEGG_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES 0.25 2.25 0.0000 0.0045 
KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION 0.12 2.28 0.0000 0.0042 
KEGG_FC_GAMMA_R_MEDIATED_PHAGOCYTOSIS 0.30 3.35 0.0000 0.0000 
KEGG_MAPK_SIGNALING_PATHWAY 0.12 2.08 0.0042 0.0109 
KEGG_MELANOMA 0.21 1.97 0.0085 0.0179 
KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY 0.24 3.15 0.0000 0.0000 
KEGG_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION -0.13 -1.68 0.0402 0.0920 
KEGG_SPHINGOLIPID_METABOLISM 0.25 1.80 0.0204 0.0404 
KEGG_T_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 0.11 1.35 0.1269 0.1913 
KEGG_TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY 0.14 1.52 0.0671 0.1045 
REACTOME_ACTIVATION_OF_NF_KAPPAB_IN_B_CELLS -0.18 -1.66 0.0333 0.0574 
REACTOME_ANTIGEN_PROCESSING_CROSS_PRESENTATION 0.15 1.54 0.0565 0.1139 
REACTOME_APOPTOSIS 0.07 0.92 0.0513 0.2377 
REACTOME_CD28_CO_STIMULATION 0.19 1.31 0.1630 0.2426 
REACTOME_CLASS_I_MHC_MEDIATED_ANTIGEN_PROCESSING_PRESENTATION 0.10 1.74 0.0195 0.0556 
REACTOME_COMPLEMENT_CASCADE 0.32 1.83 0.0139 0.0394 
REACTOME_DOWNSTREAM_SIGNALING_EVENTS_OF_B_CELL_RECEPTOR_BCR -0.08 -0.91 0.0502 0.2355 
REACTOME_ERK_MAPK_TARGETS 0.31 1.72 0.0208 0.0612 
REACTOME_IL_2_SIGNALING 0.23 1.73 0.0295 0.0590 
REACTOME_INNATE_IMMUNE_SYSTEM 0.20 3.46 0.0000 0.0000 
REACTOME_MHC_CLASS_II_ANTIGEN_PRESENTATION 0.20 2.22 0.0041 0.0060 
REACTOME_NCAM1_INTERACTIONS -0.15 -1.02 0.0082 0.0874 
REACTOME_PI3K_AKT_ACTIVATION 0.20 1.43 0.0988 0.1686 
REACTOME_SIGNALING_BY_RHO_GTPASES 0.28 3.37 0.0000 0.0000 
REACTOME_SIGNALING_BY_TGF_BETA_RECEPTOR_COMPLEX 0.09 0.83 0.0663 0.1369 
REACTOME_SIGNALING_BY_THE_B_CELL_RECEPTOR_BCR 0.05 0.63 0.0041 0.0060 
REACTOME_SIGNALLING_TO_ERKS 0.32 2.25 0.0000 0.0053 
REACTOME_SIGNALLING_TO_RAS 0.32 1.97 0.0062 0.0231 
REACTOME_SPHINGOLIPID_METABOLISM 0.28 2.52 0.0000 0.0010 
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 Anexo 5. Tablas de expresión diferencial NGS  
 
 
Tablas de expresión diferencial en respuesta a fingolimod de los genes implicados en vías 
metabólicas específicas. 
 
 
 
Vía de señalización del S1P 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
 log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
PLCB3 1,51682708 4,79E-13 SELL -2,414597 5,97E-20 
GNA15 2,06224698 7,69E-13 CCR7 -1,9496086 2,52E-16 
MAPK7 1,00877893 7,71E-13 S1PR1 -1,5445781 1,41E-12 
RAC1 1,2093737 2,29E-11 SPHK1 -1,5653633 6,58E-08 
AKT1 0,5655204 7,13E-09 HRAS -0,6235079 2,75E-07 
S1PR3 1,78335617 1,46E-08 SMPD2 -0,8770755 7,88E-06 
GNA12 0,46001782 9,27E-08 GNAI1 -1,3760726 2,77E-05 
PLCB1 1,0142718 7,51E-07 AKT2 -0,4313874 3,51E-05 
RAC2 0,85273602 4,99E-06 NOS3 -2,9105888 0,00020059 
RHOA 0,4906321 1,10E-05 PLCG1 -0,6913613 0,00024062 
ASAH1 1,45567487 2,22E-05 SPHK2 -0,6117292 0,00040113 
PIK3CB 1,15508728 3,10E-05 NFKB1 -0,3461825 0,00337915 
S1PR5 1,61944012 3,58E-05 PIK3CD -0,4088926 0,00907539 
S1PR2 0,84209271 5,60E-05 NFKB2 -0,338913 0,0192228 
MAPK3 0,4402402 0,000156967 RAC3 -0,3520686 0,33647566 
GNAQ 0,91455646 0,00045848 MAPK12 -0,1555844 0,64151049 
PDPK1 0,27749557 0,00101196 AKT3 -0,0127883 0,95868842 
GNAI3 0,46584845 0,00199029 PIK3CA -0,0172111 0,96501665 
MAP2K1 0,35687112 0,00564812    
MAPK6 0,55735337 0,0096079    
GNAI2 0,4365211 0,01145887    
NRAS 0,40645065 0,02423321    
MAPK1 0,18762322 0,08777986    
GNA13 0,33049554 0,14703023    
S1PR4 0,25615949 0,14751262    
PLCB2 0,29837839 0,36218709    
MAP2K2 0,24806303 0,43729304    
KRAS 0,09981061 0,72202699    
 
 
Respuesta inflamatoria 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
TNFRSF1A 1,59836567 2,59E-10 CD27 -2,272408212 9,62E-17 
CD86 1,154873996 6,03E-06 CD40LG -2,502246437 4,64E-16 
TNFRSF1B 0,631648868 8,15E-05 CD40 -1,899454725 1,83E-10 
IL2RB 0,639145538 0,001435049 IL2RA -1,770536899 2,41E-08 
CD80 0,044713314 0,946316505 CD70 -1,713634599 1,33E-05 
   LCK -0,985600024 2,05E-05 
   IL2 -1,779019465 0,001007013 
   IL2RG -0,463729533 0,001328635 
   IL5 -1,830816461 0,004767332 
   CD28 -0,894247521 0,006454267 
   IL4 -1,472215755 0,017297888 
   ZAP70 -0,255111145 0,352117784 
   IFNG -0,280655344 0,528246033 
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Vía de la producción de citocinas 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
IL10 1,189990659 7,37E-07 CD4 -1,951185185 1,30E-18 
IL1B 1,652997315 0,000218985 IL6 -2,588126521 1,19E-11 
IL15 1,220816145 0,000262092 IL2RA -1,770536899 2,41E-08 
IL10RA 0,769958772 0,00052502 IL12A -1,497286283 4,17E-05 
CXCL2 1,393834075 0,000763473 TRB -1,304502039 0,000325239 
IL10RB 0,351648139 0,047295342 IL2 -1,779019465 0,001007013 
PDGFA 0,336425955 0,181937985 IL5 -1,830816461 0,004767332 
HLA-
DRA 0,365233196 0,396618822 TRA -0,612556658 0,008108625 
CXCL1 0,662938281 0,407767061 CSF2 -1,007889096 0,014306511 
HLA-
DRB1 0,311425915 0,503049809 IL4 -1,472215755 0,017297888 
CSF3 0,423888931 0,727461443 IL7 -0,456098704 0,030221675 
IL11 0,112828434 0,793221033 IL13 -1,334824124 0,05863298 
   IL3 -1,080145217 0,135993084 
   IL12B -1,205324059 0,476741119 
   IFNG -0,280655344 0,528246033 
   TNF -0,192879022 0,602435262 
   IL1A -0,117422049 0,770394995 
   IFNB1 -0,508565027 0,790859487 
   CSF1 -0,025974778 0,920713937 
   IFNA1 -0,576875222 NA 
 
 
Vía de señalización IL-17 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
IL17RD 1,72057664 0,016330638 IL23A -2,5499897 3,39E-24 
IL17B 1,708789961 0,026029019 IL21 -2,204268816 7,56E-06 
IL23R 0,887239957 0,078802106 IL17A -1,535125123 0,018918799 
IL17RC 0,430232811 0,121824051 IL17D -1,562067258 0,020287725 
IL17C 0,847443837 0,19913092 IL17F -1,164128649 0,020748562 
TGFB1 0,26021022 0,395138109 IL25 -0,705463 0,0786542 
IL17RE 0,10000824 0,854604312 IL17RA -0,092162242 0,553915358 
   IL17RB -0,105743854 0,895564094 
 
 
Diferenciación Th1/Th2/Th17 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
IL18 1,378425403 0,000120927 IL23A -2,5499897 3,39E-24 
IL1B 1,652997315 0,000218985 IL6 -2,588126521 1,19E-11 
IL15 1,220816145 0,000262092 AREG -1,271103282 1,70E-10 
NFIL3 0,512754256 0,00065811 BCL11B -1,32036063 7,23E-09 
EOMES 0,459887654 0,085467896 IL12A -1,497286283 4,17E-05 
RORA 0,279401058 0,28858977 TSLP -1,243003902 0,000339596 
GFI1 0,312230249 0,295271887 AHR -0,465493829 0,002693824 
TBX21 
(T-bet) 0,304046151 0,319809402 IL5 -1,830816461 0,004767332 
ID2 0,079634492 0,732258871 RORC -1,11493933 0,007000178 
IL9 0,064738425 0,765986436 GATA3 -0,634053325 0,010770565 
IL33 0,078765439 0,786592546 IL4 -1,472215755 0,017297888 
   IL17A -1,535125123 0,018918799 
   IL7 -0,456098704 0,030221675 
   IL13 -1,334824124 0,05863298 
   IL25 -0,705463 0,0786542 
   IL12B -1,205324059 0,476741119 
   IFNG -0,280655344 0,528246033 
   TNF -0,192879022 0,602435262 
   IL22 -0,516444807 0,618062456 
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Vía de señalización del receptor de linfocito B 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
MAPK3 0,8365669 0,005473954 IRF4 -1,22864885 3,57E-40 
CD79B 0,295943411 0,554531039 MYC -2,26361689 1,05E-25 
   CR2 -3,00560359 2,23E-25 
   CXCR5 -2,707074468 1,10E-23 
   CD27 -2,272408212 9,62E-17 
   CD19 -2,72111543 1,18E-13 
   ILF2 -0,664104186 1,10E-10 
   CD79A -2,303296082 1,57E-10 
   CD22 -1,479173273 7,82E-07 
   CD81 -0,513734387 0,000576427 
 
 
Vía de señalización del receptor de linfocito T 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
CCR5 1,644710793 2,29E-05 CD4 -1,951185185 1,30E-18 
MAPK3 0,8365669 0,005473954 ICOS -1,661936325 6,48E-06 
RELA 0,427058581 0,025957115 NFATC1 -1,068961532 0,000131335 
CD8A 0,549750385 0,263724529 TRB -1,304502039 0,000325239 
CD247 0,116526878 0,812975599 CD3D -0,96520901 0,001016987 
   NFKB1 -0,3461825 0,003379154 
   CD28 -0,894247521 0,006454267 
   TRA -0,612556658 0,008108625 
   CD3E -0,847387169 0,013926018 
   REL -0,55006292 0,030971334 
   CD3G -0,784988518 0,054181217 
   NFATC2 -0,532974233 0,077926556 
 
 
Apoptosis: genes pro-apoptóticos 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
CASP4 1,137591465 4,00E-18 MYC -2,26361689 1,05E-25 
BID 0,80822637 2,09E-10 TNFRSF25 -2,022246228 2,73E-18 
TNFRSF1A 1,59836567 2,59E-10 LTA -2,207730798 4,91E-15 
PRF1 1,443913657 1,74E-09 DFFA -1,117474182 1,18E-07 
CASP1 1,925971526 1,16E-08 CYCS -0,544404053 5,93E-06 
APAF1 1,00671114 1,96E-06 HRK -1,628048307 2,88E-05 
BNIP3L 1,618521141 3,96E-06 FAS -0,574938468 0,001010587 
GZMB 1,406904365 3,98E-05 PMAIP1 -0,518578277 0,001170409 
CRADD 1,222043233 4,53E-05 TP53 -0,406805045 0,02476422 
BOK 1,736223655 0,000163502 TRAF3 -0,326033352 0,065525017 
TNFSF10 1,336937102 0,001856008 JUN -0,524972194 0,093896802 
BBC3 0,523234022 0,002030809 BCL2L11 -0,14749294 0,225031636 
CASP3 0,380068836 0,005659973 BAX -0,167087884 0,281533166 
RIPK1 0,223405546 0,169914637 CASP2 -0,024910015 0,885874158 
MAPK10 0,83924672 0,214969201 FADD -0,02453655 0,913837137 
CASP7 0,255254231 0,215134787 BAK1 -0,027284935 0,921419394 
DFFB 0,197733902 0,380980219 CASP10 -0,020333629 0,939699164 
CASP9 0,14076239 0,502757527 BAD -0,00422421 0,994206312 
FASLG 0,172694524 0,592541908    
TRADD 0,067847701 0,810094797    
CASP6 0,032072796 0,899573906    
MAP2K4 0,013940685 0,94450993    
CDKN2A 0,022962069 0,952151119    
MAP3K1 0,009399986 0,972938366    
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Apoptosis: genes anti-apoptóticos 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
BCL2L2 1,58113823 1,45E-14 BCL2 -0,83140534 7,16E-07 
NFKBIE 0,606146089 0,000194781 HELLS -0,899440678 0,001028528 
XAF1 2,000417873 0,000744688 TRAF2 -0,289147153 0,081440511 
RELA 0,272440806 0,005932626 TRAF1 -0,1938032 0,261017839 
MDM2 0,52177412 0,018761573 DIABLO -0,150798726 0,319339332 
BCL2L1 0,382822021 0,108305845 IKBKB -0,104497631 0,322279093 
IKBKG 0,226412469 0,163838462 CHUK -0,185933435 0,373409862 
BIRC2 0,228725394 0,321351614 BIRC3 -0,209194234 0,48398529 
MCL1 0,192429762 0,394017016    
CFLAR 0,093585522 0,528882017    
NFKBIB 0,094892052 0,53012277    
NFKBIA 0,108316276 0,56559433    
BIRC5 0,414922932 0,762660925    
 
 
Vía del sistema de complemento 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
      
CFP 1,097088656 8,21E-06 DAF (CD55) -1,350580037 2,38E-15 
C9 1,877109472 0,002138371 MASP2 -2,08281696 7,47E-11 
C3 1,174821284 0,002222445 MASP1 -1,87465783 4,38E-10 
C3B 1,174821284 0,002222445 C4B -0,45959121 0,460547817 
CFD 1,773283751 0,010772719 C6 -0,532876439 0,487439272 
C1QG 1,595743977 0,019396772 C1S -0,20468547 0,535996769 
C1QA 1,600201856 0,059524165 C1R -0,216735992 0,688085438 
C1QB 2,210156937 0,07085042 C4A -0,276082754 0,705028221 
C2 0,307835411 0,492097429    
C2A 0,416543761 0,513587653    
C8B 0,819184867 0,681919181    
C5 0,162523315 0,708707375    
C8G 0,130159449 0,741636805    
C7 0,288736409 NA    
C8A 0,577267599 NA    
CFBb 0,598645327 NA    
 
 
Respuesta al estrés oxidativo 
Genes regulados al alza Genes regulados a la baja 
Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) Gene log2FC valor de p ajustado (FDR) 
SOD2 1,5189238 3,78E-10 NFIX -0,95090772 0,000266058 
SOD1 0,775852955 4,28E-09 FOS -0,721823657 0,053639558 
SP1 0,691986657 2,66E-08 TXN2 -0,320490742 0,079124397 
MT1X 1,514344443 1,45E-05 GSTT2 -0,581043919 0,8376364 
GSR 0,463399428 8,54E-05 NOX3 -0,288336887 NA 
CAT 0,602925862 0,000374091    
HMOX1 1,374987672 0,000406867    
GPX1 1,048904578 0,000444332    
MGST1 1,230613528 0,000833245    
MAOA 1,475793177 0,002041474    
NQO1 0,661517122 0,00602723    
CYBA 0,656791749 0,007790534    
NFE2L2 0,375292786 0,021047513    
GCLC 0,509729653 0,023085751    
TXNRD1 0,264408183 0,203337867    
JUNB 0,324449004 0,212617521    
MAPK10 0,83924672 0,214969201    
MAPK14 0,077710295 0,477334216    
TXNRD2 0,146803689 0,616741664    
GPX3 0,237594164 0,673855689    
XDH 0,455881881 0,72977398    
CYP1A1 0,236310385 0,784848023    
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Tablas de expresión diferencial entre respondedores y no respondedores en las 
muestras recogidas antes y a los 6 meses de tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
Genes diferencialmente expresados en la muestra pre-tratamiento 
Regulados al alza en respondedores a 1 año Regulados a la baja en respondedores a 1 año 
Gen log2FoldChange p-adj Gen log2FoldChange p-adj Gen log2FoldChange p-adj 
PPM1G 0,627687914 0,002299238 CSGALNACT1 -1,36982728 0,001021871 TMEM63A -1,041648573 0,02493944 
MID2 0,779861866 0,005255528 SPATA20 -1,247351318 0,001021871 NFKBIZ -0,618507811 0,025472588 
EXT2 0,713769494 0,005399935 SLC22A18 -1,700845938 0,001214749 CYB561A3 -1,260743887 0,02795218 
ST7 0,686151553 0,005399935 NSUN7 -2,612890416 0,001490455 SCGB3A1 -5,325975405 0,032824075 
STOX1 1,487199866 0,005932064 COL19A1 -2,001089102 0,002275376 GRID2IP -2,246087342 0,034286439 
CXCL9 4,156846518 0,007000917 MMP2 -2,719346431 0,002275376 LEP -3,100553017 0,034286439 
FOXP3 1,148971952 0,007000917 C16orf74 -2,050780758 0,003339554 DOK3 -0,74201194 0,034927929 
AATF 0,469190094 0,007446455 FAM129C -1,777353803 0,003339554 KIAA0319L -0,939224105 0,036342635 
IL17A 1,982998309 0,008777365 WNT10A -1,265066555 0,003339554 AFF3 -1,190308836 0,037650142 
POLR3H 0,981690797 0,01043218 ZNF652 -1,011214051 0,003339554 MGAT4A -0,75925716 0,037650142 
LRP8 0,724992267 0,010987819 CABLES1 -1,414551207 0,005932064 MUM1 -0,898303225 0,038381914 
HSP90AB1 0,509048899 0,01290864 FCRL1 -1,883527071 0,005932064 TPCN1 -1,034515585 0,038381914 
EVA1C 0,932902825 0,014724925 RND1 -1,546817291 0,005932064 CDK5RAP3 -0,59204208 0,038927067 
MORC4 0,485140478 0,021928878 FUCA1 -1,576551481 0,006084166 CLMN -1,234775843 0,038927067 
ECE2 0,925674351 0,022502479 EGR4 -1,34455919 0,006130711 HIST4H4 -1,298123015 0,038927067 
SNRPB 0,547775383 0,022502479 PATJ -0,940374472 0,006130711 NELL2 -0,930169146 0,038927067 
ENO1 0,587469094 0,023769741 VWA5A -0,966243228 0,006172185 PAPLN -2,351319796 0,038927067 
NPIPB11 4,075502919 0,024061257 ATP9B -0,776514067 0,006302627 SH3RF3 -1,211278321 0,038927067 
PSMC4 0,525078808 0,02493944 NEIL1 -1,393267824 0,006302627 TNRC6B -0,790186769 0,038927067 
RAB27A 0,810159849 0,027140757 UBASH3A -1,452857385 0,006316561 ADAMDEC1 -2,067977602 0,038966285 
GPI 0,471579357 0,03056118 USP40 -1,001608993 0,006316561 CPA5 -4,298481815 0,038966285 
TXNRD1 0,731181897 0,034403549 AGTRAP -1,710057868 0,006802597 CR1 -2,097118384 0,038966285 
ZNRF3 0,876842863 0,035636506 RPH3AL -1,436917738 0,007392175 PPM1H -2,116307558 0,038966285 
FUNDC2 0,544958876 0,038966285 PNPLA7 -1,170622443 0,007849041 SASH3 -0,869836936 0,038966285 
IFNG 1,214065409 0,038966285 MYO5C -2,262215955 0,007871916 TRAF3IP3 -1,017381483 0,038966285 
MRTO4 0,781252563 0,038966285 CACNA2D4 -1,417472583 0,008001359 CXCL5 -3,69112398 0,039764385 
SCN8A 1,030141066 0,040074107 PNKD -1,38092216 0,008001359 SLC6A16 -1,384910292 0,041560408 
TNFSF8 1,019563048 0,044178362 BCL3 -1,333275911 0,008381965 ARHGEF9 -0,896104944 0,044178362 
ANKRD13B 1,025936658 0,048503284 KLHL22 -1,189822049 0,008777365 ATP13A4 -1,386607783 0,045005003 
PSMD9 0,680862165 0,048503284 SIPA1 -1,087963858 0,01043218 AC073111.5 -0,850217352 0,045139175 
GBP1 1,390430537 0,048503284 H1F0 -1,821719436 0,01290864 ADAM28 -1,279402394 0,046518681 
IL21 1,786332652 0,048503284 YPEL3 -1,19920539 0,014534026 FYB1 -0,474970814 0,046518681 
MTRNR2L12 0,724346681 0,048503284 HIST2H2BF -1,681622325 0,014724925 NLRP1 -0,823949699 0,046518681 
NFIX 1,017202512 0,048503284 MAPK8IP1 -1,173966464 0,014724925 NT5DC1 -0,854260434 0,046778194 
WARS 1,190257254 0,048503284 DDX59 -0,679418671 0,018249326 MAP4K2 -0,944301101 0,046910033 
   ALOX5 -1,342627914 0,019004428 ABCA1 -1,507233139 0,048503284 
   SSTR3 -1,166235155 0,019938739 BRCA1 -1,06133779 0,048503284 
   ZC3H6 -0,822117923 0,020142567 COG4 -1,461311687 0,048503284 
   FCRL2 -2,16343267 0,023062594 CTSK -1,53882375 0,048503284 
   SMAD6 -1,51420694 0,023062594 FBXL17 -0,639126286 0,048503284 
   FOXJ1 -1,651518602 0,023288484 KIAA1147 -0,619500277 0,048503284 
   TBC1D10C -1,071459555 0,023769741 NR1H3 -2,069188952 0,048503284 
   DNALI1 -2,543804431 0,024331689 PDE3B -0,936991547 0,048503284 
   USP49 -0,860339806 0,024331689 PIK3IP1 -1,040959505 0,048503284 
   ANKRD24 -1,143053963 0,02493944 THBS3 -0,887770144 0,048503284 
   FOXO3 -0,694278785 0,02493944 EHBP1L1 -0,598547417 0,048910792 
   RASGRP2 -0,979037234 0,02493944    
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Genes diferencialmente expresados en la muestra pre-tratamiento 
Regulados al alza en respondedores a 2 años Regulados a la baja en respondedores a 2 años 
Gen log2FoldChange p-adj Gen log2FoldChange p-adj 
FUT1 2,423115658 0,001343285 ADAMTS7 -3,148933359 3,77E-05 
IZUMO1 2,681667317 0,001866605 EGR4 -1,513110883 0,000345434 
FGL2 1,50616606 0,006054433 FLYWCH1 -0,892603438 0,000555682 
PLS3 1,881313185 0,012409366 NFKBIZ -0,689924915 0,002512086 
IFNG 1,314129702 0,015040734 CYP4V2 -1,767810329 0,002758934 
SPP1 1,735712871 0,021404619 TCL1A -2,60600638 0,00459806 
SLC4A4 1,619713026 0,025291118 LMNTD2 -1,220691377 0,005189093 
FAM26F 2,317581993 0,029950315 AFF3 -1,347551486 0,010631765 
B3GAT1 1,484505864 0,032903286 DHRS1 -1,136231039 0,014038294 
RASIP1 1,604249506 0,032903286 ENO3 -0,754625126 0,014553784 
TNFRSF9 1,429414296 0,032903286 NSUN7 -2,603242787 0,019217803 
FEZ1 1,264759711 0,047376497 MGAT5B -1,896266063 0,021404619 
   CCDC88B -0,830239066 0,023572931 
   COL19A1 -1,942202573 0,030543 
   PROCA1 -0,972210694 0,0310591 
   DUSP8 -0,816870857 0,036605349 
   MMP2 -2,665019987 0,036605349 
   ADORA2A -0,820374772 0,041901681 
   JAK3 -1,000738532 0,041901681 
   ACSF3 -0,657587621 0,044026516 
   MUM1 -0,958630951 0,044603561 
 
 
Genes diferencialmente expresados en la muestra tras 6 meses de tratamiento 
Regulados al alza en respondedores a 2 años Regulados a la baja en respondedores a 2 años 
Gen log2FoldChange p-adj Gen log2FoldChange p-adj 
SGK1 1,004050062 2,94E-06 JRK -1,334391312 0,001225875 
JUP 1,970778802 1,69E-05 MAP3K7CL -1,646461835 0,001225875 
RASIP1 2,139961897 6,09E-05 DGKQ -0,939048916 0,010104389 
SLC2A14 2,871615994 0,000220705 SLC22A18 -1,460708805 0,01079322 
GLA 0,966398926 0,000298405 CAVIN2 -2,179828651 0,011099193 
FGL2 1,860310547 0,001225875 KIR3DX1 -1,894100275 0,021048542 
HAP1 2,266493283 0,001225875 GK5 -0,95448182 0,029418553 
RCAN1 0,869972787 0,001225875 TMEM45B -2,707968267 0,032034792 
MAMSTR 1,911034781 0,001502165 HTRA1 -1,386786244 0,037538629 
FUT1 2,479058691 0,002977702 PF4 -2,391799489 0,037538629 
IDO2 2,139953824 0,003870264 TKTL1 -2,031352627 0,037538629 
TEX14 1,722203758 0,003870264 TMEM156 -1,051501213 0,044143294 
IKBKE 1,126551638 0,00481819    
IZUMO1 2,204518664 0,007469948    
HLA-DRA 1,197585349 0,010703535    
IL36RN 2,114519387 0,010703535    
ETV3 0,746478866 0,01428836    
CD74 1,28479805 0,015977069    
DHX58 1,536219494 0,015977069    
STX11 0,717199709 0,019643079    
ASGR2 2,298425603 0,021048542    
PTGIR 1,30888466 0,023613767    
LAG3 2,113437694 0,024279946    
LY86 1,124981689 0,032034792    
TUBA1A 0,887098725 0,032034792    
IQSEC1 0,758723795 0,032106115    
PEG10 1,12238464 0,033365284    
ACE 1,948721423 0,037538629    
ANXA1 0,866074047 0,037538629    
TTC39B 2,156663702 0,037538629    
ENPP2 1,977008872 0,040383282    
KMO 0,823081183 0,040383282    
TXN 0,62487328 0,040383282    
UTS2 3,163349024 0,040383282    
HLA-DPB1 1,165457014 0,042708233    
MS4A6A 1,380422912 0,042708233    
SLFN5 0,77252172 0,044143294    
BCL2L13 0,530302354 0,045565712    
HLA-DRB1 1,337220423 0,047635591    
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Genes diferencialmente expresados en la muestra tras 6 meses de tratamiento 
Regulados al alza en respondedores a 1 año Regulados a la baja en respondedores a 1 año 
Gen log2FoldChange p-adj Gen log2FoldChange p-adj 
CPVL 0,876902803 0,013843374 LRRC32 -1,751354173 0,013843374 
B3GNT5 0,735117127 0,015335699 SLC22A5 -1,611874029 0,013843374 
HLA-DRB6 0,889277843 0,018264716    
ADA2 (CECR1) 1,159197362 0,035185776    
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 Anexo 6. Variables en el modelo 
 
 
  Media Cp Target Media Cp 3 Ref Cuantificación rel (POTENCIA2;-(Cp target-Cp 3ref)) 
Muestra NEDA FOXP3 GPI FCRL1   FOXP3 GPI FCRL1 
1355 1 37.232286 30.982217 34.872494 31.153106 0.014791 1.125752 0.075919 
1669 1 38.084079 30.855244 32.837223 31.886505 0.013625 2.043810 0.517375 
1190 1 38.158857 27.579067 32.796935 29.602000 0.002655 4.064091 0.109202 
1165 1 37.509889 27.466504 31.521209 29.602000 0.004164 4.393880 0.264400 
1171 1 35.101768 29.401168 34.391885 31.153106 0.064764 3.368106 0.105933 
1175 1 36.039897 28.659635 32.321491 28.851393 0.006856 1.142155 0.090239 
1330 1 35.569976 30.462568 33.947657 30.881276 0.038776 1.336730 0.119379 
1655 1 34.382848 30.800180 34.948362 30.145733 0.053028 0.635319 0.035831 
1729 1 33.760363 27.435123 32.717528 28.897102 0.034357 2.754859 0.070784 
1731 1 32.898450 28.489028 32.848004 30.254685 0.160010 3.400288 0.165704 
1706 1 38.679451 31.021669 34.793177 27.198476 0.000350 0.070649 0.005173 
1739 1 35.316821 27.833081 32.757412 28.955978 0.012167 2.177838 0.071722 
1290 0 41.524989 32.521635 30.463051 29.602000 0.000258 0.132161 0.550551 
1700 0 39.544945 35.696691 30.423428 31.886505 0.004950 0.071289 2.756958 
1747 0 42.009398 32.301512 31.633157 29.602000 0.000184 0.153945 0.244659 
1871 0 40.475312 31.553248 30.595882 31.886505 0.002597 1.259854 2.446336 
1891 0 39.598347 30.792756 29.691435 31.153106 0.002869 1.283737 2.754271 
1166 0 32.572696 28.085432 32.278339 31.153106 0.373818 8.384204 0.458428 
1198 0 32.275132 26.602307 31.967109 31.153106 0.459448 23.438339 0.568801 
1174 0 32.975846 27.459575 31.226500 31.153106 0.282683 12.937892 0.950399 
1301 0 31.794705 26.755660 32.512864 31.153106 0.641002 21.074786 0.389648 
1354 0 32.399025 26.369735 31.751786 31.153106 0.421639 27.538362 0.660358 
1595 0 32.896743 27.722021 32.033312 31.153106 0.298616 10.785976 0.543290 
1598 0 32.046232 26.866170 30.752700 31.153106 0.538446 19.520735 1.319879 
1627 0 32.011500 26.173644 30.323572 31.153106 0.551566 31.547665 1.777111 
1744 0 31.777383 26.041136 31.625878 31.153106 0.648744 34.582476 0.720579 
1745 0 32.833478 27.434528 33.832831 31.153106 0.312002 13.164474 0.156071 
1934 0 33.366607 28.318241 32.095995 31.153106 0.215610 7.134758 0.520190 
1172 0 34.433597 31.154193 33.971461 31.153106 0.102914 0.999247 0.141772 
1254 0 32.443490 27.906058 33.366607 31.153106 0.408842 9.494210 0.215610 
1564 0 37.430730 27.353939 32.916845 31.886505 0.021430 23.143986 0.489595 
1571 0 35.677828 30.305648 34.186323 31.153106 0.043443 1.799328 0.122155 
1630 0 37.545864 31.524819 36.174577 31.153106 0.011901 0.772864 0.030788 
1666 0 33.784292 29.232610 33.037251 31.153106 0.161411 3.785530 0.270904 
1699 0 34.802324 30.000698 36.786683 31.153106 0.079703 2.222846 0.020143 
1725 0 32.973533 28.101936 33.035179 31.153106 0.283137 8.288837 0.271294 
1315 0 35.677504 30.667787 35.001307 31.153106 0.043453 1.399895 0.069435 
1631 0 34.166971 27.805379 34.463218 31.153106 0.123804 10.180433 0.100822 
1874 0 36.728116 29.435911 33.465468 31.153106 0.020978 3.287965 0.201331 
Nota: Expresión relativa de los genes diana y los tres genes de referencia usando el método de 2 △△ Ct.  
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Muestras a testar en el modelo y variables asociadas a cada muestra  
MUESTRA RESPUESTA GÉNERO EDSS BASAL PLASMABLASTOS NK BRIGHT FOXP3 GPI FCRL1 
1355 NEDA M 4 4.9800 21.4000 0.01479055 1.12575183 0.07591939 
1669 NEDA M 0 1.8000 3.0000 0.01362525 2.04381018 0.51737474 
1190 NEDA F 0 1.9200 10.2000 0.0026554 4.06409115 0.10920153 
1165 NEDA M 1.5 3.8300 18.7000 0.00416378 4.3938805 0.26439952 
1171 NEDA F 5 3.5700 21.3900 0.06476409 3.36810617 0.10593277 
1175 NEDA M 2 4.7700 21.5000 0.00685559 1.1421549 0.09023948 
1330 NEDA F 3 4.0600 27.2000 0.03877581 1.33672996 0.11937889 
1655 NEDA M 2 2.1000 21.5000 0.05302754 0.63531884 0.03583146 
1729 NEDA F 6 7.7800 30.9700 0.03435679 2.75485882 0.07078434 
1731 NEDA F 0 6.8100 31.6000 0.16001017 3.40028793 0.16570414 
1706 NEDA F 3 4.6400 23.5000 0.00034985 0.07064871 0.00517329 
1739 NEDA F 0 6.4400 21.0000 0.01216733 2.17783764 0.0717223 
1290 EDA M 2 2.5600 6.1000 0.00025753 0.13216071 0.55055116 
1700 EDA F 4 1.8000 2.0500 0.00494971 0.07128853 2.75695754 
1747 EDA F 2 1.8300 8.6000 0.00018408 0.15394507 0.24465886 
1871 EDA F 2 1.9000 3.2000 0.00259724 1.259854 2.44633564 
1891 EDA F 2 1.9600 10.0400 0.00286899 1.28373674 2.75427054 
1166 EDA F 3.5 1.7000 4.2000 0.37381834 8.38420364 0.45842791 
1198 EDA F 2.5 1.9300 13.4000 0.45944811 23.4383392 0.56880118 
1174 EDA F 3.5 1.7000 3.8000 0.28268349 12.9378923 0.9503993 
1301 EDA F 4.5 2.6600 16.4500 0.64100185 21.0747861 0.38964761 
1354 EDA M 3.5 3.5900 12.1900 0.42163918 27.5383618 0.66035776 
1595 EDA M 4 2.4100 15.3000 0.29861596 10.7859757 0.54328972 
1598 EDA F 1 1.2700 11.5000 0.53844602 19.5207353 1.31987905 
1627 EDA F 4 3.7200 3.4000 0.55156622 31.5476648 1.777111 
1744 EDA M 2 2.4200 4.4600 0.6487445 34.5824761 0.72057866 
1745 EDA M 2.5 1.0300 4.5000 0.31200217 13.1644739 0.15607106 
1934 EDA F 2 2.4900 6.9000 0.21561036 7.13475773 0.52019016 
1172 EDA M 4 1.4700 6.8000 0.1029138 0.99924687 0.14177201 
1254 EDA M 4 3.3400 17.9000 0.40884222 9.49420991 0.21561045 
1564 EDA F 1 3.7800 12.6000 0.02142999 23.1439859 0.48959459 
1571 EDA F 1.5 1.1800 10.5000 0.0434433 1.79932771 0.12215482 
1630 EDA F 4.5 2.9300 13.9200 0.01190112 0.77286389 0.03078836 
1666 EDA M 2 2.2700 13.1000 0.16141129 3.78552998 0.27090418 
1699 EDA F 5.5 3.5800 15.0000 0.07970322 2.22284554 0.02014301 
1725 EDA M 2 3.7700 8.0000 0.28313719 8.28883666 0.27129364 
1315 EDA M 4 2.9800 21.0000 0.04345305 1.39989518 0.06943459 
1631 EDA F 0 1.6200 6.9100 0.1238044 10.180433 0.1008224 
1874 EDA F 4 1.2500 4.3000 0.02097755 3.28796517 0.20133052 
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 Anexo 7. Curriculum vitae  
 
 
  
Médico especialista en Neurología con experiencia clínica en el diagnóstico, tratamiento y 
seguimiento de pacientes con enfermedades neurológicas en los ámbitos de urgencias, 
hospitalización y consulta externa. Con experiencia en investigación básica, clínica y 
participación en múltiples ensayos clínicos como sub-investigador. Capacidad de liderazgo, 
toma de decisiones y autocrítica que facilitan el trabajo en equipo con otros profesionales 
Edad: 34 años 
Teléfono: +34 658235134 
E-mail: irenemt20@gmail.com 
Enlaces a páginas web:  
www.linkedin.com/in/irene-moreno-torres-37b12a2 
www.researchgate.net/profile/Irene_Moreno_Torres  
www.scholar.google.es/citations?user=WTQB9o8AAAAJ&hl=es&oi=sra 
 
 
EXPERIENCIA 
Neurólogo clínico 
Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz 
Octubre de 2018 - Presente 
Clínica los Belgas-Villalba 
Septiembre de 2017 - 2018 
Clínica Cemtro Madrid 
Octubre de 2018 - Presente 
     Neurología general 
 
Consulta de pacientes de neurología general: diagnóstico, tratamiento y seguimiento de 
pacientes con enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Cefaleas, Trastornos del 
movimiento, epilepsia, enfermedades del sistema nervioso periférico y enfermedades 
desmielinizantes. 
Realización de ultrasonografía Doppler de troncos supra-aórticos y transcraneal  
Realización de punciones lumbares para diagnóstico y tratamiento 
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  Neurólogo e investigador predoctoral 
Instituto de Investigación biomédica del Hospital Universitario Puerta 
de Hierro -Segovia Arana  
Junio de 2014 - 2018 
Consulta de esclerosis múltiple: diagnóstico, tratamiento y seguimiento de pacientes 
con esclerosis múltiple y selección de pacientes para múltiples ensayos clínicos dentro 
de la unidad de Neuro-inmunología.  
Participación como sub-investigador en los ensayos: SYNERGY 215MS201, 
H3M116477, RPC01-201, BAF312A2304, FTY720 D2306 INFORMS, FTY720D2306E1, 
FTY720 D2399, FTY720D2399E1, WA21092 OPERA, EFC10891/TENERE, 101MS326 
ASCEND SPMS.  
Participación como investigador en 2 proyectos públicos de investigación básica en 
esclerosis múltiple (FIS PI12/02672 y PI15/02099ISCIII) financiados por la subdirección 
General de Evaluación y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). 
Investigador a cargo del proyecto privado Novartis PI110/13 JGM-INM2014-01: 
Caracterización de las redes reguladoras de Th17 y distribución linfocitaria en 
pacientes tratados con fingolimod y respuesta clínica. Estudio longitudinal. 
Desarrollo de la tesis doctoral dentro del programa de doctorado en Neurociencias de 
la Universidad Autónoma de Madrid. 
     Unidad de Neuro-inmunología (CSUR) 
Neurólogo clínico con actividad asistencial e investigadora.  
Residente neurología 
     Formación Sanitaria Especializada vía MIR  
 
Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda 
Mayo de 2010 – mayo de 2014  
Realización de guardias presenciales de Neurología de urgencias 
Atención de pacientes ingresados en planta de neurología general, unidad de 
cuidados intensivos y unidad de ictus.  
Entrenamiento en ultrasonografía Doppler de troncos supra-aórticos y transcraneal  
Realización de punciones lumbares para diagnóstico y tratamiento 
Rotaciones especiales en Neuro-inmunología (unidad de Neuro-inmunología Hospital 
Puerta de Hierro), epilepsia (unidad de epilepsia Fundación Jiménez Díaz). 
Entrenamiento en consultas generales de Neurología  
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16th European School of Neuroimmunology (ESNI) Course.  
Sesiones de training y actualización sobre la interpretación y 
comunicación de resultados en salud en EM (STARS-EM) 
 
Neurobiología de los procesos conductuales 
II Update on optic nerve degeneration 
Técnicas de investigación en neurociencias 
Neurobiología del envejecimiento y las enfermedades del SNC 
Neurobiología del sueño y sus trastornos  
 
 
  
EDUCACIÓN FORMAL 
Universidad Autónoma de Barcelona-Cemcat 
Empresa 
Mayo de 2010 - Presente  
Universidad Autónoma de Madrid 
Doctorado en Neurociencias 
2015-en curso (lectura de tesis doctoral diciembre 2018) 
CURSOS FORMACION  
Máster en Neuro-inmunología 
2018-en curso 
Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda 
Especialización en Neurología 
2010-2014 
Universidad Nacional de Colombia 
Licenciatura en Medicina y Cirugía 
2001-2007 
Venecia, 26-30 de junio 2017. 26,3 créditos formativos CME. 
Madrid, septiembre-diciembre 2017. 4.0 créditos formación médica continuada. 
Barcelona, 18 de marzo 2017. 10 créditos formativos CME. 
  Madrid, 2012. 6.0 créditos formativos Universidad Autónoma de Madrid 
 
Madrid, 2012. 3.0 créditos formativos Universidad Autónoma de Madrid 
Madrid, 2012. 4.0 créditos formativos Universidad Autónoma de Madrid 
Madrid, 2012. 6.0 créditos formativos Universidad Autónoma de Madrid 
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Background: Fingolimod is a functional sphingosine-1-phosphate antagonist approved 
for the treatment of multiple sclerosis (MS). Fingolimod affects lymphocyte subpopu-
lations and regulates gene expression in the lymphocyte transcriptome. Translational 
studies are necessary to identify cellular and molecular biomarkers that might be used 
to predict the clinical response to the drug. In MS patients, we aimed to clarify the 
differential effects of ﬁngolimod on T, B, and natural killer (NK) cell subsets and to identify 
differentially expressed genes in responders and non-responders (NRs) to treatment.
Materials and methods: Samples were obtained from relapsing–remitting multiple 
sclerosis patients before and 6 months after starting ﬁngolimod. Forty-eight lymphocyte 
subpopulations were measured by ﬂow cytometry based on surface and intracellular 
marker analysis. Transcriptome sequencing by next-generation technologies was used 
to deﬁne the gene expression proﬁling in lymphocytes at the same time points. NEDA-3 
(no evidence of disease activity) and NEDA-4 scores were measured for all patients at 
1 and 2 years after beginning ﬁngolimod treatment to investigate an association with 
cellular and molecular characteristics.
Results: Fingolimod affects practically all lymphocyte subpopulations and exerts a 
strong effect on genetic transcription switching toward an anti-inﬂammatory and anti-
oxidant response. Fingolimod induces a differential effect in lymphocyte subpopulations 
after 6 months of treatment in responder and NR patients. Patients who achieved a 
2Moreno-Torres et al. Predicting Response to Fingolimod in Patients With MS
Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org July 2018 | Volume 9 | Article 1693
good response to the drug compared to NR patients exhibited higher percentages of NK 
bright cells and plasmablasts, higher levels of FOXP3, glucose phosphate isomerase, 
lower levels of FCRL1, and lower Expanded Disability Status Scale at baseline. The 
combination of these possible markers enabled us to build a probabilistic linear model to 
predict the clinical response to ﬁngolimod.
Conclusion: MS patients responsive to ﬁngolimod exhibit a recognizable distribution of 
lymphocyte subpopulations and a different pretreatment gene expression signature that 
might be useful as a biomarker.
Keywords: multiple sclerosis, biomarkers, ﬁngolimod, lymphocyte subpopulations, RNA-seq, transcriptome
INTRODUCTION
Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating 
disease of the central nervous system (CNS). MS is characterized 
by an autoimmune response against CNS myelin, infiltration of 
the brain and spinal cord by inflammatory cells and axonal dam-
age. In recent years, a better understanding of the immunologic 
mechanisms implicated in the destruction of CNS components 
in MS has led to the effective design of new therapies. It has been 
shown that activation of encephalitogenic T and B cells, which 
are implicated in neuronal damage, occurs primarily outside 
the CNS, and the migration of these activated cells from lymph 
nodes to peripheral blood plays a central role in the pathogenesis 
of MS (1). In addition, it is known that MS patients have a higher 
number of autoreactive T and B cells as well as fewer regulatory 
T cells (Tregs) (2) and B1 cells (3) than healthy controls (HC) 
in peripheral blood. Such therapies as fingolimod (Gilenya®), 
a functional sphingosine-1-phosphate (S1P) antagonist, have 
been developed to retain the autoreactive lymphocytes within 
the lymph nodes (4, 5). The phosphorylated form of fingolimod 
binds to four of five S1P-receptors (S1P1 and S1P3–5), resulting in 
aberrant internalization and degradation of the receptor on the 
cell surface and blockade of the egress and recirculation of acti-
vated CCR7+ and CD62+ lymphocytes from lymph nodes, such 
as central memory (TCM) and naïve T (TN) cells. In addition, 
S1P receptors are differentially expressed in several tissues and 
have significant roles in a variety of cellular responses, including 
survival, inhibition of apoptosis, cardioprotection, activation of 
innate and adaptive immune systems, Treg differentiation, and 
Abbreviations: ARR, annualized relapse rate; BAFF, B-cell activating factor; BVL, 
annual brain volume loss; CDP, confirmed disability progression; CNS, central 
nervous system; DEGs, differentially expressed genes; DMTs, disease-modifying 
therapies; EDA, evidence of disease activity; EDSS, Expanded Disability Status 
Scale; FCAs, fluorochrome-conjugated antibodies; FDR, false discovery rate; 
GdE, gadolinium-enhanced T1 lesions; GSEA, gene set enrichment analysis; 
HC, healthy controls; IL-2RA, interleukin-2 receptor α-subunit; MRI, magnetic 
resonance imaging; MS, Multiple sclerosis; NEDA, no evidence of disease activ-
ity; NES, normalized enrichment scores; NGS, next-generation sequencing; NK, 
natural killer; NR, non-responder; NTZ, natalizumab; PCA, principal component 
analysis; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; qPCR, quantitative PCR; 
R, responder patients; ROS, reactive oxygen species; RRMS, relapsing–remitting 
multiple sclerosis; S1P, sphingosine-1-phosphate; T2w, T2-weighted lesions; TCM, 
central memory; TEM, effector memory T cell; TEMRA, terminally differentiated 
effector T cell; TN, T naïve cells; TNFSF13, tumor necrosis factor receptor super-
family member 13B; Tregs, regulatory T cells.
promoting Th1 and Th17 differentiation in vitro and in vivo (6). 
These phenomena could explain the relative increase in Tregs 
and the reduction of Th1 and Th17 cells in response to fingoli-
mod (7). In addition, an increase in the percentage of B  cells 
with regulatory functions has also been observed in treated 
patients (8).
The assessment of the effectiveness of treatment for MS is com-
plex and requires the use of clinical and imaging criteria such as 
the annualized relapse rate (ARR), the cumulative progression of 
disability, and the number and volume of new T2 or gadolinium-
enhanced lesions. NEDA-3 (no evidence of disease activity) is a 
composite measure of disease activity in MS [including relapses, 
disability progression, and magnetic resonance imaging (MRI) 
activity] that is used as a secondary outcome measure in clinical 
trials for new disease-modifying therapies (DMTs) (9). These 
measures are focused on the inflammatory process and do not 
take into account other important aspects of MS pathophysiol-
ogy such as neurodegeneration. Recently, a fourth measure, brain 
volume loss, has been suggested to be added to NEDA because 
of its relation to cognitive decline in MS patients. This new 
composite measure is called NEDA-4 and has advantages over 
the conventional NEDA-3 for predicting subsequent disability 
and structural damage (10). Despite efforts, the use of response 
biomarkers at the clinical level is limited, and studies designed 
to identify patients who require an exhaustive follow-up are 
necessary.
To search for biomarkers of response and to improve our 
understanding of mechanisms of action of fingolimod, we car-
ried out a translational study of the cellular and transcriptional 
characteristics of MS patients treated with fingolimod. Patients 
were classified according to the clinical response which was meas-
ured by the NEDA-3 and NEDA-4 status at 1 and 2 years, and 
samples were analyzed by flow cytometry immunophenotyping 
and RNA next-generation sequencing before and after 6 months 
of treatment. The possible markers obtained by a first statistical 
approach were used to build a model of prediction that might be 
useful to anticipate the clinical response to fingolimod.
MATERIALS AND METHODS
Patients, Control Subjects, and Samples
Enrollment was limited to patients 18–55 years of age with a diag-
nosis of relapsing–remitting multiple sclerosis (RRMS) according 
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to McDonald 2010 criteria (11) with an indication for treatment 
with fingolimod and an entry score of 0–5.0 in the Expanded 
Disability Status Scale (EDSS). MS patients categorized as pro-
gressive or previously treated with an S1P receptor agonist were 
excluded. A total of 40 patients were recruited, and all of them 
signed an informed consent that was previously approved by the 
Ethics Committee of Puerta de Hierro University Hospital. The 
patients were treated with fingolimod 0.5 mg once daily, accord-
ing to the current recommendations of use for fingolimod. The 
treated patients were subdivided into two subgroups according to 
the previous use of natalizumab (NTZ): NTZ group (n = 18) and 
no-NTZ group (n = 22) because switching from NTZ has been 
associated with a risk of MS reactivation (12). The patients of 
NTZ-group started fingolimod treatment after a washout period 
of 1–2 months and in patients of No-NTZ group (4 patients from 
glatiramer acetate and 18 patients from IFN-β), no washout 
period was needed according to the current guidelines. Venous 
blood samples were obtained from patients immediately before 
starting treatment with fingolimod and 6 months after starting 
therapy.
Samples were also obtained from 10 HC and 10 naïve MS 
patients (who had never received any disease-modifying treat-
ment) matched for age and sex with treated individuals. The 
demographic characteristics of the patients and controls and 
baseline differences between subgroups are shown in Table 1.
MRI Measures and Clinical Response
Expanded Disability Status Scale, clinical relapses, and ARR were 
evaluated in all patients at baseline, 12 and 24 months after start-
ing therapy. At the same times, a 1.5 T brain MRI was performed. 
The measured variables were as follows: number and volume 
of gadolinium-enhanced T1 lesions (GdE), number of new or 
enlarged T2-weighted lesions (T2w), total T2 and T1-weighted 
lesion volume, and annual brain volume loss (BVL), which was 
obtained using the SIENA method. The percentage of patients 
with MRI activity measured by the appearance of new GdE and/
or T2w lesions was calculated. Confirmed disability progres-
sion (CDP) was defined by an increase of at least 1 EDSS point 
sustained during 1  year. NEDA-3 was calculated according to 
published parameters (no MRI activity, no relapses, and no CDP). 
NEDA-4 was calculated as NEDA-3 plus BVL <0.4%.
The patients who achieved NEDA-4 status were defined as 
responders at 1 or 2 years and the patient who did not achieve it 
were defined as non-responders (NRs) at 1 or 2 years.
Antibodies and Reagents for Flow 
Cytometry
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from 
all blood samples by centrifugation on a Ficoll–Hypaque gradient 
and frozen in liquid nitrogen until use. For surface and intracel-
lular staining, PBMCs were incubated using seven combinations 
of the fluorochrome-conjugated antibodies (FCAs) to define 48 
lymphocyte subpopulations of B, T, and natural killer (NK) cells, 
as shown in Table S1 in Supplementary Material.
For intracellular staining, lymphocytes were stimulated 
for 4  h with phorbol 12-myristate 13-acetate (100  ng/ml) and 
ionomycin Io (1 μg/ml) in the presence of brefeldin A (10 μg/ml) 
from Sigma (St. Louis, MI, USA). The cells were stained with FCAs 
for surface markers before fixation and permeabilization with 
the specific INTRACELL-Kit (Immunostep). Fluorochrome-
conjugated isotypes matched Abs were used as controls. All 
FCAs were obtained from Miltenyi Biotec (Auburn, CA, USA). 
The lymphocyte subpopulations and cytokine profiles were ana-
lyzed using a MACSQUANT flow cytometer (Miltenyi Biotec) 
and MACSQuantify 2.5 and FlowJo (tree Star) software. The 
gating strategy is shown in Figures S1.1–S1.7 in Supplementary 
Material.
Total RNA Isolation and cDNA Library 
Preparation for Transcriptome  
Sequencing (RNA-seq)
Once the NEDA-4 status was determined in all patients, 10 of 
them were selected according to clinical response, five responders 
and five NRs at 1 year. In regard to response at 2 years, four of 
them were responders and six NRs. PBMCs obtained from these 
patients before and at 6 months of treatment were used to RNA 
sequencing as well as the samples from five naïve MS patients 
and five HC. The demographic characteristics of these patients 
and controls in this subset were similar to the whole sample and 
are shown in Table 1, as well as the baseline differences between 
responder and NR patients.
Total RNA was extracted using the Maxwell® 16 LEV simply 
RNA Cells kit performed on Promega’s robotic platform accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The polyA+ fraction 
was purified and randomly fragmented, converted to double-
stranded cDNA and processed through subsequent enzymatic 
treatments of end-repair, dA-tailing, and ligation to adapters as 
in Illumina’s “TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Part 
# 15031047 Rev. D” kit. The adapter-ligated library was com-
pleted by PCR with Illumina PE primers. The resulting purified 
cDNA library was applied to an Illumina flow cell for cluster 
generation and sequenced on an Illumina HiSeq2500 by fol-
lowing the manufacturer’s protocols. Image analysis, per-cycle 
base calling, and quality score assignment were performed with 
Illumina Real Time Analysis software. Conversion of Illumina 
BCL files to bam format was performed with the Illumina2bam 
tool (Wellcome Trust Sanger Institute—NPG). Unaligned single 
read sequences are provided in BAM files. Read qualities are 
provided in the standard Qscore Sanger encoding (Illumina 1.9, 
ASCII offset of 33).
Statistic Analysis
A logistic regression model was fitted to the lymphocyte sub-
populations data to determine the relative importance of each 
population as a predictor of response for the variables of interest 
(NEDA3, NEDA-4, MRI activity, clinical activity, and CDP). 
The model was fitted with the rstanarm package (13). The mean 
of each posterior distribution was used to create the heatmap 
with the pheatmap package (14). Four variables from the first 
approach were selected to first construct a two-dimensional 
data representation by nonparametric multidimensional scaling 
(Seuclidean method) and then to visualize differences between 
TABLE 1 | Demographic characteristics of patients and control subjects.
Cytometry experiments
Groups Subgroups
Patients  
(n = 40)
Naive MS  
(n = 10)
HC  
(n = 10)
NTZ Group  
(n = 18) 45%
No-NTZ Group  
(n = 22) 55%
Age (years)* 40.63 ± 9.67 36.1 ± 8.33 37 ± 9.27 43.06 ± 9.43 39 ± 8.42
Sex (% of female)~ 25 (62.5%) 6 (60%) 6 (60%) 10 (55.5%) 15 (68.18%)
Disease duration (years)*, † 12.2 ± 6.39 5.6 ± 2.50 – 16.33 ± 6.03 8.82 ± 4.45
Time since DMT onset (years)* 9.58 ± 5.58 – – 12.89 ± 4.95 6.86 ± 4.58
Number of previous DMTs (years)* 1.95 ± 1.06 – – 2.78 ± 0.73 1.27 ± 0.77
Basal ARR*, ‡ 0.53 ± 0.72 0.94 ± 0.56 – 0.06 ± 0.24 0.91 ± 0.75
Basal EDSS* 2.63 ± 1.59 0.60 ± 0.73 – 3.17 ± 1.68 2.18 ± 1.4
Number of GdE lesions* 0.38 ± 1.03 0.80 ± 1.01 – 0 ± 0 0.68 ± 1.32
GdE lesion volume (cm3)* 0.27 ± 0.89 0.42 ± 0.74 – 0 ± 0 0.49 ± 1.16
Number of new T2-Weighted lesions*, ¶ 0.45 ± 0.99 – – 0.22 ± 0.73 0.64 ± 1.14
T2-weighted lesion volume (cm3)* 9.52 ± 7.17 5.15 ± 4.10 – 9.46 ± 7.97 9.56 ± 6.64
T1-weighted lesion volume (cm3)* 1.06 ± 1.36 0.24 ± 0.41 – 1.44 ± 1.78 0.75 ± 0.81
RNA-seq experiments
Groups Subgroups
Patients  
(n = 10)
Naive MS  
(n = 5)
HC  
(n = 5)
Responder  
1 year (n = 5)
Non-responder  
(NR) 1 year (n = 5)
Responder  
2 years 
(n = 4)
NR 2 years 
(n = 6)
Age (years)* 40.3 ± 11.06 34.2 ± 10.75 32.8 ± 6.2 43.2 ± 10.6 37.4 ± 11.8 45 ± 11.4 37.2 ± 10.6
Sex (% of female)~ 6 (60%) 3 (60%) 2 (50%) 2 (40%) 4 (80%) 2 (50%) 4 (67%)
Disease duration (years)*, † 11 ± 5.96 4.6 ± 2.79 – 13.8 ± 6.1 8.20 ± 4.7 15.7 ± 4.99 7.83 ± 4.35
Time since DMT onset (years)* 9.4 ± 6.04 – – 12.6 ± 5.7 6.2 ± 4.9 14.25 ± 4.99 6.17 ± 4.4
Number of previous DMTs (years)* 2 ± 0.94 – – 2.4 ± 0.5 1.6 ± 1.1 2.5 ± 0.6 1.7 ± 1.03
Basal ARR*, ‡ 0.70 ± 0.82 1 ± 0.70 – 0.2 ± 0.44 1.2 ± 0.8 0 ± 0 1.16 ± 0.75
Basal EDSS* 2.25 ± 1.7 0.7 ± 0.67 – 2.1 ± 2.3 2.4 ± 0.89 2.62 ± 2.28 2 ± 1.26
Number of GdE lesions* 0.1 ± 0.31 0.8 ± 0.83 – 0 ± 0 0.20 ± 0.44 0 ± 0 1.16 ± 0.40
GdE lesion volume (cm3)* 0.036 ± 0.11 0.21 ± 0.24 – 0 ± 0 0.07 ± 0.16 0 ± 0 0.06 ± 0.14
Number of new T2-Weighted lesions*, ¶ 0.1 ± 0.31 – – 0 ± 0 0.20 ± 0.44 0 ± 0 0.16 ± 0.40
T2-weighted lesion volume (cm3)* 7.29 ± 6.86 7.21 ± 4.39 – 9.45 ± 8.94 5.12 ± 3.8 8.84 ± 10.21 6.25 ± 4.36
T1-weighted lesion volume (cm3)* 0.81 ± 1.04 0.50 ± 0.51 – 1 ± 1.35 0.62 ± 0.73 1.21 ± 1.5 0.55 ± 0.68
Samples from all patients were used for cytometry experiments. 10 samples of patients, 5 samples of naïve MS, and 5 samples of HC were used for RNA-seq experiments.
*The values are the mean ± SD of each group.
Signiﬁcant differences between groups or subgroups. A p-value <0.05 was considered statistically signiﬁcant. The p-values were calculated using the Mann–Whitney test for 
differences between groups (Patients vs Naïve MS and Patients vs HC) and subgroups (NTZ vs No-NTZ or responder vs NR).
~The value is the percentage of women in each group, and a Chi-square test was used to compare two proportions.
†Disease duration means the time since the ﬁrst symptom of MS.
‡For basal ARR, only the last year was considered.
¶Data not available for MS controls, as most of them had a single magnetic resonance imaging (MRI). As expected, naïve MS patients showed a signiﬁcantly shorter disease duration 
and lesser EDSS and MRI activity than study patients. Patients in the NTZ-group were signiﬁcantly older, had a longer disease duration, greater number of previous treatments, 
and lower clinical and MRI activity than patients in the No-NTZ group because NTZ is a more efﬁcacious drug than ﬁrst-line medications. Responder patients had a lesser ARR and 
shorter treatment time with DMTs.
MS, multiple sclerosis; ARR, annualized relapse rate; DMTs, disease-modifying therapies; EDSS, Expanded Disability Status Scale; GdE, gadolinium-enhanced T1 lesions; HC, 
healthy controls.
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responder and NR subgroups. Spearman correlations (rho) for 
pairs of subpopulations were assessed at baseline and 6 months.
Bioinformatics Analysis
To assess the effect of fingolimod on PBMCs from MS patients, 
the differentially expressed genes (DEGs) of samples before and 
after 6 months of treatment were analyzed. In samples collected at 
6 months, DEGs between responder and NR patients were deter-
mined to analyze the differential effect of fingolimod according 
to the clinical response. To search for possible predictor genes of 
a clinical response, we analyzed DEGs between responder and 
NR patients using samples that were collected before treatment. 
The sequencing quality was analyzed with FastQC (15). Reads 
were aligned to the human genome (GRch38/hg38) (16) using 
STAR (17) and Samtools 0.1.19.0 (18), and transcript assembly, 
abundance estimation and differential expression were calcu-
lated with DESeq2 (19). The estimated p-value was corrected 
to account for multiple hypothesis testing using Benjamini and 
Hochberg false discovery rate (FDR) adjustment. Genes with 
an FDR less than or equal to 0.05 were considered differentially 
expressed.
In addition, we conducted a gene set enrichment analysis 
(GSEA), a publicly available computational method that employs 
pre-defined sets of genes to identify statistically significant 
differences between two biological conditions. This method 
can detect the upregulation or downregulation of recognized 
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cellular pathways and biological processes under experimental 
conditions. GSEA was performed using GSEA software v2.2.1 
obtained from the Broad Institute (20) and following the devel-
oper’s protocol (21). The previously obtained DEGs were ranked 
according to their t-statistics. This ranked file was used as input 
for the enrichment analysis. All basic and advanced fields were 
set to default and only those gene sets significantly enriched 
at an FDR q-values <0.25 were considered. To investigate how 
selected pathways were modulated by fingolimod therapy, we 
used the models from the wikipaths platform (22) and drew the 
differential regulation between responder and NR patients using 
the PathVisio program (23).
Quantitative PCR (qPCR) Validation
Based on the RNA-seq analysis, we selected 10 significant DEGs 
for validation using qPCR analysis. Each RNA sample (500 ng) 
was reverse-transcribed using the NZY® First-Strand cDNA 
Synthesis Kit. qPCR was performed in an LC480-Roche. The 
reaction conditions consisted of 6 μl cDNA and 1 μl of a 5 μM 
forward and reverse primer mix (Table S2 in Supplementary 
Material) and 5 μl of Light Cycler ®SYBR green I Master Mix.
Each sample was analyzed in duplicate for each individual 
reaction. The PCR program consisted of denaturation at 95°C for 
5 min, 45 cycles of denaturing for 10 s at 95°C, annealing for 10 s 
at 60°C and extension for 10 s. A melting curve was generated 
by denaturation for 5  s at 95°C, annealing for 1  min at 65°C, 
and a ramp rate of 0.11°C/s up to 97°C. The gene expression of 
three endogenous genes (Table S2 in Supplementary Material) 
was used to normalize the target gene expression, and relative 
quantification was established using the 2−ΔΔCt method (24).
Design of Predictive Model
From the cytometry and RNA-seq experiments, variables that 
showed statistically significant differences between responder 
and NR were selected. To provide a tool for prediction of response 
to fingolimod, we fitted a probabilistic linear model to selected 
data and evaluated the resulting predictions defined as follows:
Y xi it i= + β ε .  
The model is based on the Bernoulli distribution or dichoto-
mous distribution, in which the dependent variable can take the 
value Yi = 1 for the probability of success (responder to 2 years) or 
Yi = 0 for the probability of failure (NR to 2 years). The distribu-
tion of the sample is located in a cloud of points in such a way that 
their location divides the observations into two groups according 
to response. The calculated value of the regression line measures 
the response probability. Values close to 0 have a low probability 
of occurrence, while values close to 1 indicate that there is a high 
probability of a good response to treatment.
Validation of Model
The expression levels by qPCR of genes used in the model build-
ing were measured on the pretreatment samples obtained from 
the remaining 30 patients who were not used for the analysis of 
RNA-seq. All of them have available data on the clinical evolution 
up to 2  years (NEDA-4) and results of cytometry experiments 
before treatment. To evaluate out-of-sample prediction, we com-
puted the exact leave-one-out cross-validation (25).
RESULTS
Clinical and MRI Response
In this study, fingolimod significantly reduced the mean ARR in 
47.2 and 88.6% at 1 and 2 years, respectively, and the percentage 
of relapse-free patients was ~75% at the end of the study without 
differences between the subgroups. The percentage of patients 
with CDP was less than 10% at 1 and 2 years. Fingolimod reduced 
the percentage of patients with MRI activity at 2 years. A transi-
tory increase in the ARR and the number of GdE lesions in the 
NTZ group was observed through the first year, but at 2 years 
these variables were decreased with no differences between the 
subgroups. There were no differences in the mean EDSS and 
number of new T2-w lesions at 1 and 2  years. At 2  years, the 
mean annual BVL was lower than at 1 year with no significant 
differences between the subgroups. At 1 year, the percentage of 
responder patients was 57.5% (n = 23) and 35% (n = 14) accord-
ing to NEDA-3 and NEDA-4, respectively. At 2 years, it was 42.5% 
(n  =  17) and 27.5% (n  =  11) without differences between the 
subgroups. The results obtained at 1 and 2  years as well as all 
clinical and MRI measures are shown in Figures 1A–F and Table 
S3 in Supplementary Material. The treatment was discontinued in 
six patients, one because of adverse events and five due to a lack 
of efficacy. All of these patients were classified as NRs at 2 years 
in an intention-to-treat analysis.
Characterization of Lymphocyte 
Subpopulations in MS Patients Before  
and After Fingolimod Treatment
In lymphocyte populations, no significant differences between 
HC and patients were observed before treatment, except for the 
percentage of LB1 cells composed mostly of CD11b+ cells, which 
was smaller in patients. At baseline, the only difference between 
subgroups was a higher percentage of transitional B cells in the 
NTZ-group compared with the no-NTZ-group (Tables S4 and S5 
in Supplementary Material).
We could verify that fingolimod affected practically all lym-
phocyte populations and subpopulations of B, T, and NK cells. 
As expected, a reduction of the percentages of CD3+, CD4+, 
CD20+, CD19+, TCM and TN, memory B (switched and no-
switched), regulatory B, NK bright, and cytokine-producing cells 
(IFN, IL-17, and IL-2) was observed after treatment (p < 0.001 
for all), with a relative increase in effector memory T (TEM), ter-
minally differentiated effector T (TEMRA), NK, NK dim, NKT, 
Tregs, naïve B, immature B, transitional B, CD5+ B, LB1, and 
plasmablast cells (p < 0.001 for all) (Table S6 in Supplementary 
Material).
Before treatment, a positive correlation between IFN-γ-
producing CD4 cells and TEM CD4 cells was found, which sug-
gested that IFN-γ production in CD4 lymphocytes was mainly 
performed by TEM cells. Interestingly, we found that plasmab-
lasts were positively correlated to NK bright cells and negatively 
to NK dim cells in MS patients before treatment. After 6 months 
FIGURE 1 | Clinical and radiological response. (A) Count data for annualized relapse rate (ARR) were ﬁtted to a zero-inﬂated Poisson model. Estimated ARRs were 
calculated at different time periods (baseline, 1 year, and 2 years). To assess the statistical signiﬁcance between groups, we obtained the p-values by calculating the 
probability of observing a group rate given the other group rate as the null hypothesis. (B) Kaplan–Meier cumulative survival curve for time to relapse. (C) Kaplan–
Meier cumulative failure curve for time to conﬁrmed disease progression. (D) Percentage of patients with magnetic resonance imaging (MRI) activity measured by  
the development of new gadolinium-enhanced T1 lesions (GdE), new T2-weighted lesions (T2w), or any MRI activity: development of new GdE lesions and/or T2w 
lesions (GdE/T2w). All measures were acquired at 1 and 2 years. The McNemar test was used to compare percentages between baseline and 1 and 2 years.  
(E) The Wilcoxon signed-rank test was used to compare the mean of the annual brain volume loss (BVL) between 1 and 2 years (measured by SIENA method).
(F) Percentage of patients with a good response to ﬁngolimod according NEDA-3 (no evidence of disease activity: no relapses, no any MRI activity and no
clinical disease progression) and NEDA-4 (like NEDA but including BVL < 0.4). p < 0.05 was considered statistically signiﬁcant.
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FIGURE 2 | (A–F) Lymphocyte subpopulations with signiﬁcant differences between responder (R) and non-responder (NR) patients: NK bright cells, plasmablasts, 
IL2-producing cells, CD8 T naïve cells, LB1 cells and CD8+CCR6+CCR4+ cells. The percentages of lymphocyte subpopulations at baseline and at 6 months of 
treatment are shown for different subgroups according to clinical response by four different measure ways: ClinAct: clinical activity (NR = clinical activity present, 
R = clinical activity absent); MRIAct: radiological activity (NR = radiological activity present, R = radiological activity absent); NEDA-3 (NR = no evidence of disease 
activity by NEDA-3 criteria, R = evidence of disease activity by NEDA-3 criteria); and NEDA-4 (NR = no evidence of disease activity by NEDA-4 criteria, 
R = evidence of disease activity by NEDA-4 criteria). The p-values were calculated using the Wilcoxon signed-rank test to compare differences before and after 
6 months of therapy and using Mann–Whitney test to compare differences between subgroups. p < 0.001 was considered statistically signiﬁcant after Bonferroni’s 
correction for multiple tests.
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of fingolimod therapy, multiple correlations between lymphocyte 
subpopulations were found due to the impact of fingolimod on 
the relative percentages of lymphocytes. Helper T cells were posi-
tively correlated to memory and regulatory B cells and negatively 
correlated to naïve B cells and NK cells. Similarly, cytotoxic T cells 
were positively correlated to NKT cells and negatively to NK cells. 
The correlation matrices are shown in Figure S2 in Supplementary 
Material. All data for lymphocyte subpopulations are shown in 
published repository (26).
Selected Lymphocyte Subpopulations 
Could Predict the Treatment Response  
to Fingolimod
As shown in Figure  2, patients who achieved NEDA-3 and 
NEDA-4 status at 1 year had a significantly higher percentage of 
NK bright and plasmablast cells and a lower proportion of NK dim 
and IL-2-producing cells at baseline than NR patients (p < 0.001 
for all). These differences were maintained after 6  months of 
FIGURE 3 | Nonparametric multidimensional scaling of selected lymphocytes subpopulations that discriminates responders and non-responder patients. A 2D 
representation by nonparametric multidimensional scaling (Seuclidean method) of the percentages of four selected lymphocyte subpopulations measured before 
treatment [natural killer (NK) bright, NK dim, plasmablasts, and IL-2-producing cells]. Individual patients and distance from the average of each condition are shown. 
Patients with a good response to ﬁngolimod at 1 year (NEDA-3 and NEDA-4) were located in a well-differentiated region of space when the subpopulations are 
measured before treatment. At 2 years, this differentiation was less evident.
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treatment for NK bright cells. These patients were significantly 
more resistant to decreases in percentages of NK bright and LB1 
cells and showed a greater decline of CD8 naïve T and CD8+ 
CCR4+ CCR6+ cells than NR patients after 6 months of treatment 
(p < 0.001 for all). These differences were maintained at 2 years, 
but they did not achieve statistical significance. The chemokine 
receptors CCR4 and CCR6 have been identified as markers of 
human Th17 cells that secrete IL-17 (27). We also found that the 
frequency of Th17 cells measured by surface markers was higher 
than their frequency estimated by intracellular staining, but this 
phenomenon could not be correlated to any of the response 
parameters. Logistic regression analysis showed a greater num-
ber of subpopulations with high regression coefficients (positive 
or negative) in pretreatment samples than samples obtained at 
6 months. In pretreatment sample, the subpopulations that can 
be used as biomarkers of response to fingolimod for most of the 
target variables (clinical activity, radiological activity, NEDA-3, 
and NEDA-4) at 1 and 2 years are NK bright, NK dim, plasma-
blasts, and IL-2 producing cells. On the contrary, in the sample 
obtained at 6 months, the regression coefficients only highlight 
the naive CD8 T population as a possible predictor of response 
as is shown in Figure S3 in Supplementary Material. According 
to the values of these four baseline candidates for prediction, 
each patient was placed in a 2D representation by nonparametric 
multidimensional scaling, and we found that responder patients 
at 1 year were located in a well-differentiated region of space, as 
shown in Figure 3. At 2 years, the differentiation was less evident.
Alteration of the Gene Expression Proﬁle 
by Treatment
A principal component analysis of gene expression profiles of 
all samples is shown in Figure 4A. Naïve patients and HC were 
transcriptomically different from patients in our study. No tran-
scriptional differences were found between the NTZ and no-NTZ 
group before treatment, which allowed the analysis of all patients 
without taking into account the previous treatment. Fingolimod 
exerts powerful transcriptional effects on PBMCs of MS patients. 
FIGURE 4 | Alteration of gene expression proﬁles by ﬁngolimod in peripheral blood mononuclear cells from multiple sclerosis (MS) patients. (A) The principal 
component analysis of gene expression proﬁles of all samples is shown. All healthy controls (gray) were transcriptomically similar except one of them (C267) who 
exhibited a gene expression proﬁle more similar to naïve patient gene expression. This sample was not considered for further analysis. According to gene expression 
proﬁles, the samples from naïve patients (yellow) were located closer to samples from patients before treatment. The samples from patients after treatment (green) 
were located in a well-differentiated region of space indicating the strong ﬁngolimod effect on gene expression. In samples from patients before (blue) and after 
treatment (green), no differences between NTZ and no-NTZ groups were found. (B) Volcano plot of differentially expressed genes (DEGs) between samples before 
and at 6 months of treatment for all samples. The most important genes related to MS and autoimmunity are indicated. (C) The Venn diagram shows the overlap of 
DEGs between different subgroups: responder and non-responder patients at 1 and 2 years. Responder patients = NEDA-4 patients and non-responder 
patients = EDA-4 patients (adjusted p-value < 0.05).
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A total of 16,818 filtered probes were used for the differential 
analyses, resulting in the identification of 3,805 upregulated 
and 3,741 downregulated genes in response to fingolimod. As 
expected, genes related to mechanisms of action of fingolimod 
such as S1PR1, SELL (CD62L), and CCR7, as well as genes 
implicated in sphingolipid metabolism SPHK1 and SHPK2 were 
downregulated after treatment. As shown in Figure 4B, fingoli-
mod produced an anti-inflammatory effect by downregulating 
CD40L, CD40, IRF4, CR2, IL-23A, CXCR5, CD24, CD2, CD27, 
and CD19, as well as an increase in the expression of the anti-
inflammatory cytokine genes and their receptors (IL-10, IL10RA, 
IL10RB, and IL-15) and the TNFRSF1A receptor gene, a regulator 
of inflammation. We also found an upregulation of antioxidant 
genes implicated in the control of reactive oxygen species (ROS), 
such as SOD2, CAT, MT1X, MGST1, and MAOA. All data for the 
expression levels, fold changes, and statistical significance in the 
DEG analysis are shown in published repository (26) and all data 
of RNA-seq are included in SRA database SRP132699 (28).
FIGURE 5 | Differentially expressed genes (DEGs) between responder (R) and non-responder (NR) patients before and after 6 months of treatment. Volcano plots of 
DEGs between R and NR patients. (A,B) Samples obtained before treatment. Clinical response measured at 1 year (A) and 2 years (B). (C,D) Samples obtained 
after 6 months of treatment. Clinical response at 1 year (C) and 2 years (D).
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Differential Modulation of the Gene 
Expression Proﬁles in Responder  
and NR Patients
After stratification based on drug response, we observed that 
the number of DEGs was higher in responder than NR patients 
at 1 and 2 years (~2,500 genes vs ~1,500 genes), indicating that 
the regulation of gene transcription is intimately linked to the 
treatment response. C3 and IFIT1 genes were upregulated, and 
genes such as FOXP3 and IL17A were downregulated in response 
to fingolimod only in responder patients. By contrast, EGR4 and 
MAPK11 genes were downregulated exclusively in NR patients 
(Figure 4C).
In the S1P pathway, we found that fingolimod inhibited antia-
poptotic processes through AKT and NOS3 downregulation and 
could play a role in decreasing stress-fiber formation and T cell 
maturation through NFKB downregulation. We did not observe 
significant differences between responder and NR patients in the 
S1P pathway except for an upregulation in responders and a down-
regulation in NRs of MAPK3 (at 1 and 2 years). Similarly, in the 
oxidative stress response pathway (Ontology terms: PW0000378), 
we observed a downregulation of FOS and an upregulation of 
HMOX1 in patients with evidence of disease activity (EDA) at 1 
and 2 years (Figure S4 in Supplementary Material).
Baseline Signature in Responder Patients
The gene expression profile before treatment was compared 
among responder and NR patients. Before treatment, 127 genes 
were differentially expressed when the response was measured 
at 1 year and 36 genes at 2 years (Figures 5A,B). In responder 
patients, overexpression of genes related to cytokine secretion (IL-
21, IFNG, IL-17A, and CXCL9), activation of the T cell response 
(TNFSF8 and TNFRS9), activation of regulatory mechanisms 
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(FOXP3 and SPP1), immunoglobulin secretion (GPI), apoptosis 
(AATF) and processing of class I MHC (PSMD9), as well as a 
down-expression of genes related to modulation of the innate 
immune response (LEP and B3GAT1), regulation of the Th1 
response (UBASH3A and MAPK8IP1), immunoglobulin recep-
tors (FCRL1, FCRL2, and JAK3), and B lymphocyte response 
(BCL3) before treatment was observed. In addition, 10 DEGs 
selected for validation by qPCR showed consistent expression 
between the qPCR and RNA-seq results.
When the gene expression profile was compared at 6 months 
between subgroups to determine the differential effect of fin-
golimod according to the clinical response, we found 6 DEGs in 
responder vs NR patients at 1 year and 51 DEGs at 2 years. The 
good responders showed a downregulation of specific markers of 
activated Tregs such as LRRC32, an upregulation of the cellular 
growth factor ADA-2, apoptotic genes such as SGK1 and BCL2L13 
and genes related to the antigenic presentation by MHC-II such 
as CD74, HLA-DRB6, HLA-DRA, and HLA-DRB1. The most 
representative DEGs are shown in Figures 5C,D. A summary of 
the expression levels of the most representative genes and PCR 
validation are shown in Table S7 in Supplementary Material.
GSEA of DEGs
The most important genes related to immunity and MS that 
achieved significant enrichment (positive or negative) after treat-
ment are shown in Figure 6. Fingolimod was observed to exert 
an important transcriptional effect on PBMCs of MS patients, 
approaching a profile more similar to the HC profile. The gene sets 
containing genes related to S1P signaling such as MAPK/ERK, 
Rho kinases, RAC1, Ras, and sphingolipid metabolism, as well as 
the genes participating in IL-10 production and innate immune 
activation such as NK  cells, Fc-mediated phagocytosis, CCR3, 
CCR5, CXCR4, the complement cascade, the innate immune 
system, and apoptosis were positively enriched in response to 
fingolimod. In our study, fingolimod downregulated gene sets 
related to cytokine production, such as the IL12 pathway, IL-17 
pathway, and cytokine pathway, and of gene sets implicated in 
Th1, Th2, and Th17 response, such as Th1/Th2 pathway and 
GATA3. After stratification based on response to the drug, we 
observed that antigen processing cross-presentation and oxida-
tive phosphorylation pathways before treatment were positively 
enriched exclusively in responder patients.
The normalized enrichment scores, p-values, and FDRs of sig-
nificantly enriched gene sets implicated in the immune response 
and MS are summarized in Table S8 in Supplementary Material.
Predictive Model of the Fingolimod 
Response
From the baseline cytometry and RNA-seq variables that showed 
statistically significant differences between responder and NR 
patients, we selected two lymphocyte subpopulations (NK bright 
and plasmablasts) and three genes (FOXP3, FCRL1, and GPI).
With these five variables the model was built (Figure 7A) and 
the individual contribution of each variable to the fitted model was 
evaluated (Figure 7B). An in-sample posterior prediction check 
indicated that the model was correctly fitted to the provided data 
(Figure  7C). The exact leave-one-out cross-validation showed 
that the model could be expected to perform well for out-of-
sample predictions (Figure 7D).
Validation of Predictive Model
The differential expression of FOXP3, FCRL1, and GPI between 
responder and NR was validated by qPCR in the remaining 30 
patients who were not used for the analysis of RNA-seq and the 
results are shown in the Table 2.
The model was tested in this cohort for the good response 
prediction with a sensitivity of 85%, a specificity of 95%, a positive 
predictive value of 85%, and negative predictive value of 95%. 
The mean squared error is 0.1111438. The response probability 
obtained for each sample and the comparison with real clinical 
response is shown in Figure 8. The mean, lower, and upper poste-
rior predictive for each sample in the validation was summarized 
in Table S9 in Supplementary Material.
DISCUSSION
Multiple sclerosis patients treated with fingolimod exhibit lym-
phopenia with a decrease in TN, TCM, memory B, and NK bright 
cells and a relative increase in TEM, TEMRA, naïve B, transitional 
B, plasmablast, NK, and NKT cells in peripheral blood (29–33).
In a previous report, pretreatment differences were found 
between the responder and NR patients in the transitional B and 
RTE cells (34, 35). Our study differed from those results probably 
due to differences in patient selection. In our study, naïve patients 
were excluded and the percentage of patients whose previous 
treatment was NTZ was 45% while the previous report included 
37.5% of naive patients and only 20.2% of patients whose previ-
ous treatment was NTZ (n = 7). In our study, the percentage of 
transitional B cells in the pretreatment samples was higher in NTZ 
group. That is consistent with the increase in transitional B cells 
and RTEs induced by NTZ that can remain even months after 
the withdrawal (36–38). For the analysis of RTE and transitional 
B cells as cytometry biomarkers, we think that the stratification of 
the patients according to the previous treatment is necessary and 
patients who have received NTZ during the last months should be 
excluded. In addition, although we did not analyze the RTE cells 
by cytometry, we did not find differences in the expression levels 
of the genes coding for their surface markers CCR7, CD45RA, 
CD31, and PTK7 (CCR7, PTPRC, PECAM1, and PTK7) between 
responder and NR patients before treatment.
Preliminary studies showed that CD58, CX3CR1, CCR1, CCR2, 
HLA-DRA, and HLADRB1 genes were upregulated in CD4 cells 
and IFNG, IFNGR1, FASLG, IL-2RB, GZMA, and MAPK1 genes 
were upregulated in CD8 cells after 3 months of fingolimod treat-
ment. In addition, the expression of CCR7, TNFSF8, CD27, and 
LEF1 was downregulated after treatment (39, 40), but a correla-
tion with clinical response was not assessed.
In this study, as in most studies of this type (41–44), the 
PBMCs are considered as a valid cellular group since they are able 
to reflect patterns of expression characteristic of certain diseases 
and treatment effects. The majority of studies evaluating the tran-
scriptomic effect of a treatment do it on whole PBMCs. In fact, 
the changes in expression levels on PBMCs in patients with MS 
FIGURE 6 | Gene set enrichment in response to ﬁngolimod. Heatmap of signiﬁcantly enriched pathways related to multiple sclerosis, autoimmunity, and ﬁngolimod 
mechanisms of action that achieved signiﬁcant enrichment in gene set enrichment analysis (GSEA) [false discovery rate (FDR) q-values <0.25]. GSEA was 
performed using GSEA software v2.2.1 obtained from the Broad Institute, and the molecular signature database of gene sets used were Biocarta, KEGG, and 
Reactome. Normalized enrichment scores (NES) are indicated by the color scale, with red representing positive enrichment and blue indicating negative enrichment 
compared with the median NES for each pathway across all donors. Color key annotation indicating the source of each sample (healthy controls, naïve patients, 
patients at baseline, and patients at 6 months of ﬁngolimod treatment) and NEDA-4 status at 1 and 2 years (responder: NEDA-4, non-responder: EDA-4) for the 10 
patients (4, 6, 8, 18, 25, 10, 28, 36, 37, and 39). *Gene sets enriched before treatment only in responder patients at 1 and 2 years.
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treated with IFN-β are known as IFN signature and it has been 
proposed as a response marker (44). In addition, a recent study 
showed that the transcriptional change induced by fingolimod 
belong almost entirely to CD4 lymphocytes and based on these 
results, the efficiency of the sorting could be lower than the analy-
sis of the entire population of PBMCs (45). Although in our study 
a discrimination by lymphocyte subtypes was not conducted, we 
obtained the same results as the previously described genes when 
the effect of fingolimod was analyzed.
It is clear that fingolimod exerts a potent anti-inflammatory 
effect by decreasing the percentage of cytokine-producer T and 
B cells (7). In this study, we confirmed this effect not only at the 
cellular level but also at the molecular level, since fingolimod 
induced a downregulation of genes such as CD40L, CD40, IRF4, 
CR2, IL-23A, CD2, IL17A, and IL17D. Similarly, the cytokine 
activity pathways were downregulated after treatment.
Natural killer cells are lymphocytes of the innate immune 
system that are involved in defense against viruses, bacteria, or 
FIGURE 7 | Predictive model. (A) Schematic representation of the probabilistic linear model for the ﬁngolimod response. (B) Individual contributions of each of the 
selected predictors; the graph shows the posterior distribution of the estimated coefﬁcient for the linear model, indicating the mean (dots), 50% quantile (thick line) 
and 95% quantile (thin line). (C) In-sample posterior predictive check; the model was correctly ﬁtted to the given data predicting the expected response for the 10 
considered patients. (D) In-sample vs out-of-sample prediction comparison; out-of-sample predictions using an approximation of leave-one-out cross-validation 
(ﬁlled dots) were compared with in-sample predictions (empty dots).
TABLE 2 | Quantitative PCR (qPCR) validation of differentially expressed genes in RNA-seq results.
Discovery Validation
Next-generation RNA sequencing (RNA-seq) n = 10 qPCR n = 30
Mean of expression levels log2 FC p-Value* p-Value adj~ Relative expression ratio† FC¶ p-Value‡
Gene Responder 
(n = 4)
Non-responder (NR) 
(n = 6)
Responder 
(n = 8)
NR  
(n = 21)
FOXP3 3.26 ± 0.42 1.67 ± 0.49 1.14 1.48E−05 0.007 0.03 ± 0.04 0.22 ± 0.22 7.3 0.005
GPI 25.6 ± 2.78 18.4 ± 0.84 0.47 0.00016 0.03 2.21 ± 1.4 10.31 ± 10.51 4.6 0.012
FCRL1 0.74 ± 0.31 2.79 ± 1.33 −1.88 7.78E−06 0.005 0.69 ± 0.81 0.14 ± 0.14 −4.9 0.024
In samples collected before treatment, the gene expression levels measured by RNA-seq of four responder vs six NR patients (at 2 years) were compared and three genes were 
selected for predictive model since they were differentially expressed between responder and NRs. The differential expression of these three genes (FOXP3, GPI, and FCRL1) were 
validated by qPCR ﬁnding statistically signiﬁcant differences between responder and NRs patients for the three genes.
The log2 (fold-change) or log2FC is the log-ratio of a gene expression values in two different biological conditions, in this case responder vs NR.
*The estimated signiﬁcance level (p-value) of differential gene expression was calculated with DESeq2, which uses a negative binomial distribution.
~p-Values were corrected to account for multiple hypotheses testing using Benjamini and Hochberg false discovery rate (FDR) adjustment. Genes with an FDR less than or equal to 
0.05 were selected as differentially expressed.
†Relative expression of the target genes vs three reference genes using the 2−ΔΔCt method.
¶Fold change is the ratio of the gene expression values.
‡p-Value was calculated using the t-test to compare means of expression levels.
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parasites, or malignant transformation. NK bright and invariant 
NKT cells, a subset of NKT, are often related to regulatory pro-
cesses (46). In MS patients, a high proportion of NK bright cells 
has recently been associated with stable MRI (47), and we found 
that a higher percentage of these cells before treatment was asso-
ciated with a good response and that they decreased to a lesser 
FIGURE 8 | Sensitivity and speciﬁcity of predictive model. Predictive model validation: in order to assess the goodness of our predictive model for ﬁngolimod 
response, we validated it using cytometry and transcriptomic data for 29 patients. The ﬁgure shows the actual response (red dots) against the posterior distribution 
of the predicted response, represented by its mean (black dot) and 95% quantile (black line). The model fails to predict the response for two patients: 1,315 and 
1,655.
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degree after treatment in responder compared with NR patients. 
In our study, fingolimod not only increased the percentage of 
NK cells but it also upregulated NCAM1 (CD56) and FCGR3A 
(CD16a) at the transcriptional level; an enrichment of the NK 
and innate response pathways was also observed as a result of 
the therapy. The role of innate immunity in MS has recently been 
appreciated: its cells are capable of producing direct damage 
to CNS myelin and play an important role as a source of ROS 
contributing to axonal damage (48). Despite this phenomenon, 
in our study, fingolimod downregulated genes implicated in 
oxidative stress and inhibition of stress-fiber formation through 
the RhoA–ROCK1–NFKB pathway, suggesting that the antioxi-
dant effect of fingolimod was not dependent on innate immune 
activation. In vitro, fingolimod exerts an antioxidant effect, and 
in the EAE model, it blocks astrocyte activation and nitric oxide 
production (49). In MS patients, lower serum levels of ROS were 
observed in those treated with fingolimod compared with the first 
line-treated patients, and a correlation between ROS levels and 
disease duration was also observed (50).
The percentage of CD4 T regulatory cells do not differ between 
patients and controls, but their function is compromised (matu-
ration and migration) (51) and the transcription factor FoxP3, 
crucial for the function of regulatory T-cells, has been reported 
to be diminished in RRMS patients (52). According to previ-
ous reports (7), we found that fingolimod induces an increase 
in the percentage of regulatory T  lymphocytes but surprisingly 
a downregulation of expression levels of FOXP3 was observed. 
This divergence had already been previously described and com-
mented on in a study by van Pesch et  al. (53) and it could be 
partially explained due to the reduction of the absolute number 
of Tregs. FoxP3 is not only a transcription factor of Tregs but 
it is also expressed transiently in effector T cells after its activa-
tion (54). The decrease in lymphocyte activation in response to 
fingolimod could contribute to the decrease in FOXP3 expression 
levels. On the other hand, the increase in the expression of IL-10, 
IL10RA, IL10RB, IL-15, and TNFRSF1A reveals the powerful 
inductive effect of regulatory mechanisms in response to fingoli-
mod observed in this study.
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In the present study, we found that higher levels of FOXP3 
before treatment were correlated with a good response, raising 
the possibility that patients with stronger regulatory mechanisms 
can obtain a greater benefit from immunomodulatory therapies.
FOXP3 and LRRC32, a recently identified specific marker 
of activated regulatory T-cells (55), were downregulated by 
fingolimod only in responder patient as well as the ADA2 gene, 
also known as CECR1, which intervenes in the activation of 
Tregs through binding to the CD39 receptor (56). That suggested 
that once the excessive inflammatory response is controlled the 
compensatory mechanisms are less necessary.
Upregulation of the apoptotic pathway indicated that fingolimod-
induced programmed cell death, a mechanism that might con-
tribute to lymphopenia. However, we observed an overexpression 
of ADA2, SGK1, and BCL2L13 after 6  months of treatment 
only in responder patients, potentially suggesting a differential 
effect of fingolimod on the mechanisms of cell proliferation and 
differentiation.
B cells and B cell activation are recognized to play a key role 
in MS pathophysiology (57). The tumor necrosis factor recep-
tor superfamily member 13B (TNFSF13) and its ligand B-cell 
activating factor have also been shown to play an important role 
in the proliferation and differentiation of B cells in MS. In fact, 
oligoclonal bands have been associated with increased levels of 
TNFSF13B in the CSF of MS patients (58). The CXCL13 and 
CXCR5 molecules have also been related to the recruitment of 
B cells to the CNS during neuroinflammation (59). We observed 
an important downregulation of IRF4 (a highly expressed mol-
ecule in activated B cells) (60), CD27 (a memory B cell marker) 
and CXCR5, as well as a decrease in the percentages of memory 
B cells after treatment. Interestingly, we observed a higher per-
centage of plasmablasts and an overexpression of CXCL13 before 
treatment in patients who achieved a NEDA response, suggesting 
that the modulation of B cell activation plays an important role 
in the clinical response to fingolimod. The plasmablasts are cells 
highly differentiated toward the production of antibodies and are 
related to clinical and radiological activity in EM (61). In this 
study, there was a higher percentage of plasmablasts at baseline 
in responder patients to fingolimod, as well as higher transcrip-
tional activity in terms of antibody synthesis. An example of 
this observation is the basal overexpression of the GPI gene that 
codes for glucose phosphate isomerase (GPI), a lymphokine that 
induces the production of immunoglobulins (62). In rheumatoid 
arthritis, GPI levels correlate with disease activity and it has been 
shown that fingolimod can prevent GPI-induced outbreaks (63). 
An opposite behavior was observed in this study in the genes that 
code for the immunoglobulin receptors FCRL1 and FCRL2 indi-
cating that the responder patients despite exhibiting an increase 
in the production of immunoglobulins have a lower activity of 
their receptors. On the other hand, low levels of FCRL1 and 2 
have been associated with an increase in radiological activity in 
MS (64) and this is in agreement with the fact that fingolimod 
exerts a better effect in patients with a more inflammatory 
component.
The interleukin-2 receptor α-subunit (IL-2RA) has generated 
great interest since polymorphisms of this gene have been associ-
ated with the risk of developing MS (65) and due to the recent 
approval of daclizumab, a humanized IgG1 monoclonal antibody 
directed against the alpha subunit of the high-affinity IL-2 recep-
tor, which has demonstrated high efficacy in the control of MS 
activity (66). Fingolimod treatment decreases soluble IL-2RA 
plasma levels (67). In accordance with those results, we detected 
a decrease in IL-2-producing cells and a downregulation of the 
IL-2RA gene in PBMCs of treated MS patients. Although we 
observed a differential decrease in IL-2-producing cells between 
NEDA and EDA patients, no differences were found at the tran-
scriptional level.
Surprisingly, we found no differences in the transcriptomic 
profile of PBMCs from patients of NTZ-group and no-NTZ 
group although previous reports of transcriptional changes 
induced by NTZ and IFN-β in MS patients have been published 
(68, 69). In the NTZ-group, this could be explained by the 
absence of long-lasting immunological and transcriptional 
changes by NTZ after the washout period and we could think 
that the immune reactivation is related just to the reversibility 
of the effect of NTZ on the lymphocyte transmigration and not 
to activation changes. In the no-NTZ group, the absence of an 
interferon/glatiramer acetate signature could be related to the 
lack of effectiveness of first-line DMTs, which was the main 
reason for the switch to NTZ.
In addition to the differential effect of fingolimod between 
patients, the baseline cellular and genetic characteristics can help 
us to predict the clinical response to the drug. High percentages 
of NK bright cells and plasmablasts, high expression levels of 
FOXP3 and GPI, as well as low expression levels of FCRL1 and low 
EDSS before treatment could be correlated with a good response, 
which allowed us to design a prediction model of the fingolimod 
response that must be validated in an independent cohort.
CONCLUSION
Fingolimod treatment affects practically all lymphocyte sub-
populations and exerts a strong effect on genetic transcription. 
In PBMCs from MS patients, fingolimod induces a decrease 
in the inflammatory response at cellular and molecular levels, 
improves regulatory mechanisms, and has important anti-
oxidant effects. The differential fingolimod-induced effects on 
PBMCs at 6 months as well as the baseline cellular and molecular 
characteristics can be used to predict the clinical response at 1 
and 2  years. We postulate that a combination of cellular (NK 
bright and plasmablasts), molecular (FOXP3, GPI, and FCRL1), 
and clinical markers (EDSS and gender) are possible response 
biomarkers. However, our data are only descriptive, and more 
studies with a greater number of patients are necessary to vali-
date this model.
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REVIEW
Anti-CD20 monoclonal antibodies in multiple sclerosis
Irene Moreno Torres and Antonio García-Merino
Neuroimmunology unit, Neurology department, Puerta de Hierro-Majadahonda University Hospital, Madrid, Spain
ABSTRACT
Introduction: The therapeutic utility of the anti-CD20 monoclonal antibodies (mAbs) is currently being
evaluated in multiple sclerosis (MS) in line with the better understanding of the role of B lymphocytes in
MS pathogenesis.
Area covered: We conducted a literature search using Medline/Pub Med database of basic research and
available controlled trials about anti-CD20 mAbs in MS. Additionally, ongoing studies were identified in
the ClinicalTrials.gov database. B cells exert multiple inflammatory and regulatory functions playing an
important role in MS pathogenesis as is demonstrated by the production of autoantibodies, infiltration
of B cells in MS lesions and the formation of ectopic B cell follicle-like structures in meninges, among
others. B-cell depletion by anti-CD20 mAbs has been shown to have an impact on these pathogenic
mechanisms. The efficacy of three of them, rituximab, ocrelizumab and ofatumumab in MS has been
confirmed by placebo-controlled clinical trials demonstrating a significant reduction of the annualized
relapsing rate (ARR), new gadolinium-enhancing (GdE) and T2 lesions. There have been no significant
safety problems so far but the overall benefit to risk profile is still to be determined.
Expert commentary: After recent good results of these agents in MS therapy, questions related to
maintenance therapy, markers of response and control of B cells values remain unanswered.
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1. Introduction
Multiple sclerosis (MS) is the most common chronic demyeli-
nating disease and an important cause of neurological disabil-
ity. It has a heterogeneous prevalence worldwide, higher in
high-income countries of North America and Europe (>100 per
100,000 population), and lower in countries of Asia and Africa
(<10 per 100,000 population). Although the cause of MS is still
unknown, different factors aim to a multifactorial etiology
including genetic and environmental influences [1]. Plaque
formation in the white matter is a distinctive trait of this
disease and is thought to be triggered by an autoimmune
attack directed against antigens of the oligodendrocyte/mye-
lin complex. Passive induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the animal model of MS, by adoptive
transfer of myelin-specific encephalitogenic T cells, supports
this hypothesis. MS has been considered to be a CD4+ T cell-
mediated disorder but recent studies have challenged this
idea by indicating a role for other immune cells. It has become
clear that B cells are involved in MS pathogenesis and they can
contribute both to the inflammation and regulation of auto-
immunity. Moreover, pathogenic B cell functions are not only
limited to the production of antibodies (Abs); they have also
been shown to exert effector functions such as antigenic
presentation, cytokine secretion, co-stimulation of T cells and
formation of ectopic B cell follicle-like structures in
meninges [2].
Some of these pathogenic mechanisms have been
approached by different therapies, but the results obtained
to date have not been entirely satisfactory, reflecting the
complexity of B cell immunity. Plasma exchange has been
investigated as a means of removing the Abs from central
nervous system (CNS) and should be considered as second-
line treatment in patients with severe steroid-unresponsive
relapses but the available evidence of efficacy is not sufficient
to support its use for other indications in MS [3,4].
The B cell-activating factor (BAFF) and a proliferation-indu-
cing ligand (APRIL) are two critical factors in B cell maturation
and they are been merged in a recombinant protein anti-
BAFF/APRIL (atacicept) which acts on mature B cells and
plasma cells but spares memory B cells thereby inducing
decrease of Ab levels. Despite a rationale for atacicept being
effective in MS, its efficacy could not be demonstrated and the
drug in fact led to an increase of inflammatory activity in one
trial [5].
Interleukin-6 (IL-6) is a proinflammatory cytokine produced
by B cells and the blockage of its action by tocilizumab, a
humanized anti-IL-6 mAb used mainly for the treatment of
rheumatoid arthritis (RA) and systemic juvenile idiopathic
arthritis, could therefore be an effective treatment to decrease
the inflammatory activity in MS. Despite this fact, two contra-
dictory reports about clinical response of MS patients while
taking tocilizumab for RA have been published [6,7].
B cell-directed therapy in MS has been undergone a deep
change since the demonstration that depletion of CD20+ B
cells has a favorable impact on clinical and neuroimaging
parameters. Several anti-CD20 mAbs: rituximab [8], ocrelizu-
mab [9], and ofatumumab [10] have been used in controlled
clinical trials; all three have shown to reduce the number of
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active lesions in the brain on magnetic resonance imaging
(MRI) and the clinical relapse rate in selected MS patients.
The target of B cell depletion is CD20, a surface molecule
expressed through B cell maturation, starting from late pre-B
cells up to memory B cells but not on early pro-B cells, plasma
cells, or plasmablasts. This selective depletion has a great
impact on ‘antibody secretion-independent’ mechanisms of B
cells. However, anti-CD20 mAbs treatment depletes the pre-
cursors of plasma cells, thereby reducing the source of new
Ab-secreting plasma cells.
In this review, we will focus on mechanisms by which B
cells contribute to the pathogenesis of MS and how anti-CD20
mAbs may impact these mechanisms.
2. Evidence of B cell immunity in pathogenesis
of MS
As is shown in Figure 1, the cells destined for B lineage begin
their maturation in the bone marrow and undergo several
stages including pre-pro B cells, pro-B cells and, pre-B cells,
which develop into immature B cells (defined according to
surface markers CD19+CD20+IgD+IgM-CD27-) [11]. These cells
leave the bone marrow and migrate to secondary lymphoid
organs (SLO) such as spleen or lymph nodes where they
differentiate into naïve mature B cells (CD20+CD19+ IgD+IgM
+CD27-) [11] that express only one type of B cell receptor
(BCR). At the SLO, naïve B cells are activated by specific
antigen binding to its BCR [12]. The antigens are internalized
by B cells and their fragments are presented on the cell sur-
face via major histocompatibility complex (MHC) class II to T
cells. B–T cell interaction induces the activated B cell prolifera-
tion [13]. There is also an alternative route of B cell activation
in which the antigens themselves stimulate Ab production in
the absence of T cells. After antigen activation, B cells differ-
entiate into Ab-secreting plasmablasts/plasmatic cells
(CD19lowCD20lowIgM-CD27-CD24-CD38high/
CD19lowCD20lowIgM-CD27+CD138high) or memory B cells (non-
switched CD19+CD20+ IgD+IgM+CD27+ and switched CD19
+CD20+ IgD-IgM-CD27+) [14,15]. The memory B cells remain
vigilant and are important in generating a more robust Ab-
mediated immune response during a second exposure to the
antigen. In humans and mice, the subset of regulatory B cells
(CD19+CD20+CD5+CD1dhigh, CD19+CD20+CD27-
CD24highCD38high, CD19+CD20+CD27+CD24+, and CD19
+CD20+IgD+CD24highCD38high CD5high) [16] has been defined
by their ability to exert anti-inflammatory effects via the pro-
duction of cytokines, such as IL-10 [17] and/or IL-35 [18], and
the ability to express inhibitory molecules that suppress pro-
liferation of pathogenic T cells and autoreactive B cells.
Additionally, they can decrease the inflammatory cytokine
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Figure 1. B-cell immunity in pathogenesis of multiple sclerosis.
BCR: B cell receptor; MHC: Major histocompatibility complex; TNF-α: tumor necrosis factor α; IFN-γ:Interferon γ; MBP: myelin basic protein; MOG: myelin oligodendrocyte glycoprotein.; CSF:
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production by T lymphocytes and enhance the function of
regulatory T cells in a cell-to-cell contact-dependent manner
[19] (Figure 1).
In MS, all of these functions of B lymphocytes are altered
and this has implications for the pathophysiology of the dis-
eases detailed below.
2.1. B cells are precursors of Ab-secreting cells
The pathogenic role of B cells and Abs has been discussed
since the discovery of oligoclonal IgG bands (OCBs) in the
cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients, which reflects
intrathecal synthesis of immunoglobulins. The presence of
OCBs, reported in more than 90% of cases, is considered an
important biomarker for the presence inflammatory disease
within the intrathecal compartment [20]. In the CSF, presence
of IgM OCBs has been associated with MS activity [21].
Antigen specificity of B cell responses has yet to be con-
clusively defined [22]. Myelin antigens such as myelin basic
protein (MBP), myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG),
and proteolipid protein are potential primary target antigens
in MS [23]. Studies also have demonstrated that both active
immunization with MOG and passive transfer of Abs to MOG
induce EAE [24].
In humans, some studies have reported the presence of
anti-MOG Abs [25] in serum and CSF from patients with MS
and other demyelinating diseases, but their role is not all
clear [26].
It has also been demonstrated that a polyspecific reactivity
against three different viruses (measles virus, rubella virus,
varicella zoster virus), is present in the CSF of a majority of
MS patients. It can be a useful tool for differentiating MS from
other demyelinating conditions [27,28].
Cytology and flow cytometry studies reveal that B cells are
rarely observed in the CSF of healthy individuals, but an
increased count of mature B cells and plasmablasts has been
found in the CSF of MS patients (Figure 1) [29] which corre-
lates with gadolinium-enhancing (GdE) lesions on MRI and
disease progression [30].
In an in vitro myelinating culture model, the addition of IgG
from patients resulted in complement-dependent demyelina-
tion and axonal loss, supporting the concept that Ab-
mediated responses contribute to the development of axonal
pathology [31].
A pronounced deposition of immunoglobulins, antimyelin
Abs, and complement within phagocytic cells and at sites of
active demyelination characterizes a specific type of immuno-
pathological lesions in MS called pattern II [32]. However,
these deposits have also been identified in pathological stu-
dies of other neurological diseases [33].
2.2. B cells as antigen-presenting cells
In vitro experiments, with both EAE and human samples
[34,35], have shown that B cells act as potent antigen-present-
ing cells (APCs) and have an important role in generating and
maintaining antigen-specific T cell responses inside the lymph
nodes [36] (Figure 1).
An EAE model with mice selectively deficient in MHC II on B
cells demonstrated that EAE susceptibility is dependent on B
cell’s ability to present exogenous antigens to T cells, but not
on the secretion of Abs [34].
In MS patients, peripheral memory B cells have been found
to act as APCs in response to myelin antigens such as MBP and
MOG [37] and CSF memory B cells have increased expression
of costimulatory molecules such as CD80 and CD86 that allow
them to induce further T cell proliferation [38].
2.3. B cells as source of cytokines
B cells, appropriately stimulated by CD40-BCR interaction, are
an important source of inflammatory cytokines such as lym-
photoxin alpha (LT-α), IL-6, IL-2, IL-15, IL-17, and tumor necro-
sis factor alpha (TNF-α) [39,40]. IL-6 induces production of
MOG-specific T cells and is essential for the development of
EAE [41]. B cells from mice with EAE and MS patients secrete
more IL-6 than B cells from healthy controls [42]. Upon stimu-
lation, B cells of MS patients show an aberrant proinflamma-
tory cytokine response characterized by higher levels of both
TNF-α and LT-α [43] (Figure 1). During B cell development, B
cells reacting with self-antigens are removed by central and
peripheral tolerance mechanisms. In MS patients, a defective
peripheral B cell tolerance has been found, which leads to the
accumulation of autoreactive B cell in peripheral blood [44]. As
mentioned previously, B cells regulate autoimmunity by provi-
sion of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-35.
The role of IL-10-producing B cells in EAE is supported by
reports showing that mice with IL-10-deficient B cells suffered
a more severe course of disease [17]. Consistent with these
findings, in patient with MS, IL-10 production by B cells is
decreased [45]. IL-15 knock-out mice exhibit aggravated EAE
symptoms after induction [46] and IL-15 is abnormally
increased in both serum and CSF from MS patients [47].
However, in both EAE and MS, IL-15 is not specifically secreted
only via B cells and the contribution of B cell IL-15 production
to severity of disease is to be determined.
2.4. B cells and meningeal inflammation
In postmortem studies of brain tissue, ectopic lymphoid folli-
cles reminiscent of germinal centers containing B cells and
plasma cells have been described in the meninges of some
patients with secondary progressive MS (SPMS) [48] and early
MS [49] (Figure 1).
In SPMS and primary progressive MS (PPMS) patients, the
presence of such follicles has been associated with cortical
demyelination, microglial activation, and axonal lesion, as well
as with early onset of disease, poor prognosis of disability and
death [50,51]. The ectopic B cell follicle-like structures in
meninges are present in about 40% of cases and are most
frequently located at sites with dynamic restriction of the CSF
flow such as deep sulci of the temporal cortex or insula
[52,53].
B cells are directed into CNS by chemokine signaling during
inflammation [54,55]. Several B cell-attracting chemokines
such as CXCL13, CXCL12, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL20, and
blood BAFF have been found to be important mediators in
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the formation and maintenance of ectopic follicle-like struc-
tures in MS [56–58] (Figure 1).
By using reverse transcription – polymerase chain reaction
(RT-PCR) and immunohistochemical techniques, CXCL13 and
BAFF were found to be upregulated within ectopic lymphoid
follicles and lesions from both EAE mice [59] and SPMS
patients [51].
In CSF of patients with MS, the concentrations of CXCL13
and BAFF are higher than in controls [60] and tend to increase
during relapses [61].
CXCL13 has been suggested as a prognostic marker for
clinically isolated syndromes (CIS) [62] and MS [63] and its
presence in CSF has been associated with higher relapse
rate, disability, and detection of IgG and IgM OCBs.
Moreover, a study has shown that CXCL13 values ≥15.4 pg/
ml might have higher positive predictive value (PPV) and
specificity than CSF OCBs and baseline MRI to predict conver-
sion to MS [64].
Accumulation of Epstein–Barr virus (EBV)-infected B cells
was found in intrameningeal B cell follicles and acute MS
lesions [65] suggesting a link between dysregulated EBV infec-
tion and inflammatory activity in MS. Nevertheless, other
authors found no evidence of active EBV infection using RT-
PCR tests in the brain and CSF [66] and thereby, conclusive
proof of this association is still lacking [67].
2.5. B cell-mediated autoimmunity in both sides of the
blood–brain barrier
Despite the majority of B cell clones present in MS patients
reside in exclusive locations, molecular analyses of immuno-
globulin heavy chain variable (IgG-VH) gene region have
demonstrated the persistence of clones shared among distinct
CNS compartments (active parenchymal lesions, CSF, or
meninges) [68] as well as a close connection between B cell
clones located on both sides of the blood–brain barrier (BBB).
These findings suggest that B cell-mediated autoimmunity
can be derived of both sides of the BBB and that B cells might
also carry antigens from the CNS to peripheral immune
organs [69].
3. Targeting CD20 with monoclonal Abs:
mechanisms of action and impact of B cell depletion
in the pathogenesis of MS
Anti-CD20 mAbs bind to the CD20 surface protein producing B
cell depletion in peripheral blood, bone marrow, spleen, and
peripheral lymph nodes [70]. The anti-CD20-mediated B cell
depletion is thought to be induced by four main mechanisms,
Ab-dependent cellular cytotoxicity (ADCC),Ab-dependent cel-
lular phagocytosis(ADCP), complement-dependent cytotoxi-
city (CDC), and direct apoptosis [15,71]. The interaction
between the Fc region of the anti-CD20 mAbs and the Fc
gamma receptor (FcγR) on B cells is the basic mechanism for
ADCC activity. This interaction initiates a series of signaling
pathways leading to the release of inflammatory cytokines,
chemokines, and reactive oxygen species against B lympho-
cytes. In humans, FcγR is classified into two types: ‘activating
receptor’ that signal via an immunoreceptor tyrosine-based
activation motif (FcγRI, FcγRIIa, FcγRIIIa) and an ‘inhibitory
receptor’ (FcγRIIb) [72]. FcγR is also expressed on a wide
range of effector cells, such as natural killer cells, polymorpho-
nuclear granulocytes and macrophages. In ADCP, FcγR on the
phagocytic cells binds to anti-CD20 mAbs that are attached to
target B cells, and these cells are internalized by phagocytosis
as part of the process. FcγRIIa is thought to be the main player
in ADCP by macrophages [73]. The generation of CDC is due
the ability of the Fc region of the anti-CD20 mAbs to link the
C1q complex of the complement system which results in the
formation of the membrane attack complex and subsequent
cellular lysis [74]. The complement activation triggers the
release of small fragments C3a and C5a that are neutrophil
chemoattractants and furthermore, the anti-CD20 mAbs may
form a complex with C3b which is a target for FcγR-expressing
macrophages. It is believed that the result of these interac-
tions can amplify ADCC and ADCP [75,76]. In addition to the
CDC, ADCC, and ADCP effects detailed above, anti-CD20 mAbs
can generate transmission of intracellular signals that induce
cell cycle arrest and in some cases programmed cell death by
an Fc-independent mechanism.
Based on their ability to binding to CD20 molecules via the
Fab region, anti-CD20 mAbs are classified into type 1 and type
2. Each type forms distinct complexes with CD20: the type 1
anti-CD20 mAbs stabilize CD20 on lipid rafts, leading to stron-
ger C1q binding with higher CDC activity than type 2 and
exhibit a weak direct cell death induction. In contrast, type 2
anti-CD20 mAbs have lower ability to activate complement
and elicit CDC activity because they do not stabilize CD20 in
lipid rafts but they are able to induce direct cell death. Both,
type 1 and 2 anti-CD20 mAbs show an efficient ADCC [61,77].
The majority of CD20 Abs, including rituximab, ocrelizumab,
ofatumumab, and veltuzumab are of type 1. Table 1 shows the
principal characteristics of anti-CD20 mAbs tested in MS.
Rituximab is a chimeric mouse-human IgG1 Ab targeting
CD20 [79] that is approved for the treatment of oncological
diseases such as non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) and chronic
lymphocytic leukemia (CLL), as well as for the treatment of
different autoimmune diseases such as RA, granulomatosis
with polyangiitis, microscopic polyangiitis [80]. Rituximab has
been shown to be an effective treatment in MS and neuro-
myelitis optica spectrum disorders (NMOSDs).
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in FCγ-receptor
genes FCγR2A (H131R) and FCγR3A (V158F) influence the
affinity for the Fc portion of anti-CD20 mAbs, and differential
response to rituximab has been correlated with these poly-
morphisms [81]. In rituximab-treated patients, several studies
and meta-analyses have found relationship between FCγR2A-F
allele and the risk of relapse or insufficient memory B cell
depletion in NMOSDs patients (p > 0.05 and 0.03, respectively)
[82], between the FCγR2A-R allele and a better survival in
diffuse large B cell lymphoma patients (p = 0.05) [78] and
between the FCγR3A VV+VF genotype and nonresponders RA
patients (p = 0.007) [83]. To date, there is no evidence of an
association between FcγRs polymorphisms and response to
mAbs in MS, but it may become an essential issue in the
investigation of predictors of response to therapy.
Since the advent of rituximab, alternative anti-CD20 mAbs
have been developed in an attempt to improve the CDC and
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ADCC activity. Some of the strategies used are: selecting Abs that
bind to different CD20 epitopes [84], engineering the Fc region of
Ab to increase its affinity for FcγRs [85], designing humanized or
fully human structures that reduce immunogenicity but with an
unmodified Fc region (the second-generation mAbs), and increas-
ing hexamerization of IgG molecules at the cell surface [86].
Ocrelizumab is a molecule derived from a murine anti-CD20
Ab, humanized by recombination techniques. Due to its mostly
human origin, ocrelizumab is thought to induce less immunogeni-
city and to cause fewer infusion reactions. Compared to rituximab,
ocrelizumab binds to a different but overlapping epitope, and
evidences an improved ADCC and a reduced CDC [72].
Ofatumumab is a fully human anti-CD20 mAb, which binds
to a completely distinct epitope (closer to the N-terminus of
CD20) compared to rituximab, located on an extracellular loop
of the protein [87], and has a lower dissociation rate from
target than rituximab. These differences confer it pronounced
CDC activity and relatively decreased ADCC [88].
Another anti-CD20 mAb in development is veltuzumab,
which has shown activity in NHL, CLL, and immune thrombocy-
topenia at very low doses, but no studies are available in MS [89].
Obinutuzumab and tositumomab are the first two huma-
nized type II glycol-engineered anti-CD20 mAbs studied in
preclinical and clinical settings for oncological diseases with
preliminary acceptable results [90–92]. Currently, there are no
data on the use of type II CD20 mAbs in MS.
3.1. B cell depletion and Ab secretion
In the first study with rituximab in MS patients, peripheral B
cell depletion was not associated with a decrease in serum IgG
or IgA at week 72; however, the percentage of patients with
IgM levels below the normal lower limit was higher in the
rituximab group than the placebo group (22.4% vs. 8.6%) [93].
Nevertheless, rituximab treatment failed to impact the abnor-
mal CSF IgG levels or OBCs identified prior to treatment,
suggesting that the pathogenic plasma cell role within the
CNS remained unaltered [93,94].
3.2. B cell depletion and its impact on B–T cell
interaction
In all rituximab studies, the treatment has been associated
with a rapid CD20+ and CD19+ B cell depletion (mean
decrease of 95–99.8%) which is essentially complete after
1–2 months of starting treatment and persists for several
months [8,93,95]. B cell reconstitution occurs after
7–10 months and the predominant phenotypes at reconstitu-
tion are naïve and regulatory B cells rather than memory B
cells [93,96,97]. Memory B cells can stay low for more than
2 years (less than 1% of total B)[98,99]. This B cell repopulation
profile, characterized by a delay in appearance of memory B
cells, has also been observed with rituximab in other diseases
such as AR, systemic lupus erythematosus (SLE) and Sjögren’s
syndrome and suggests some kind of ‘antigenic memory’
resetting with the consequent reduction of autoreactive clonal
expansion. Diminution of a small subset of CD20 + T cells in
MS patients treated with rituximab has also been observed
[100]. Besides, in SLE, rituximab has been demonstrated to
modulate B–T cell interactions by downregulation of costimu-
latory molecules such as CD40 and CD80 on B cells and CD40L
and CD69 on CD4T cells [101]. B cell depletion also resulted in
significantly diminished Th1 (IFNγ) and Th17 (IL-17) responses
of both CD4 and CD8T cells [42] as well as in increased
circulating regulatory T cells [102]. Different studies in MS
and NMOSDs have found levels of regulatory cytokines like
IL-10 significantly higher than proinflammatory cytokines in
rituximab-treated patients [96,97].
3.3. Effect of B cell depletion on meningeal
inflammation
Despite the fact that intravenous rituximab is associated with
a decrease in the absolute numbers of both B cells and T cells
in the CSF [103] and the intracerebral perivascular spaces
[104], no correlation has been found between CSF cells counts
and clinical or MRI activity [105].
After intravenous administration, rituximab remains detect-
able in CSF for up to 24 weeks [106] and its concentration is
related to the integrity of the BBB (<0.1% of systemically
applied in the context of an intact BBB) [107].
Intrathecal injection of rituximab, as an alternative route of
administration, produces a rapid depletion of peripheral blood
B cells in both experimental (EAE) [108] and clinical settings
(PPMS patients) [109].
Levels of CXCL12, CXCL13, and BAFF increase in serum but
decrease in CSF of MS patients following both intrathecal and
systemic administration of rituximab [105,110–112].
Table 1. Characteristics of the anti-CD20 mAbs tested in MS.
Cytotoxic activity
Generation Antibody Design Type CDC ADCC Target Features
1st Rituximab Chimeric
mouse-
human
I +++ +++ Epitope: 170ANPS173 region (contact with amino acid
residues 168–175). Localization: large extracellular
loop of antigen [65,78]
Dependent on the cell-surface
density of CD20
2nd Ocrelizumab Humanized I ++ ++++ Epitope: 170ANPS173 region (contact with amino acid
residues 165–178). Localization: large extracellular
loop of antigen [65,78]
Enhanced binding to the low-affinity
FcγRIII a variant. [65,78]. Less
dependent on the cell-surface
density of CD20 than rituximab
Ofatumumab Human I ++++ ++ Epitope: FLKMESLNFIRAHT region (contact with A74T,
I76A and Y77S residues). Localization: small, closer to
the N-terminus of CD20 [65,78]
Stable binding. Slower rate of
dissociation of target than
rituximab
mAbs: monoclonal antibodies, MS: multiple sclerosis, CDC: complement-dependent cytotoxicity, ADCC: antibody dependent cellular cytotoxicity, FcγRIIIa: immu-
noglobulin receptor IIIa.
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4. Anti-CD20 monoclonal Abs in MS: clinical trials
4.1. Rituximab
The first study of rituximab in MS was a 72 weeks, phase I,
open-label and multicenter trial designed to assess the safety
of drug. Twenty-six patients with RRMS received 4 infusions
(two courses, 6 months apart) of rituximab. Safety, primary
outcome measure, was determined by the incidence and
severity of adverse events (AEs), serious AEs (SAEs) and AEs
drug related (AEsDR); the human antichimeric Abs (HACA)
production, and the total number of GdE T1 lesions at
72 weeks. All patients reported AEs, most of which were
mild or moderate in severity. The AEsDR occurred in 65.4%
of patients and were mostly infusion-related reactions (asso-
ciated with cytokine production during B cell lysis) and infec-
tions. These AEsDR were also mild (19.2%) or moderate
(46.2%) in intensity and decreased to rates comparable to
placebo upon successive infusions. No SAEs were reported.
Headache, hypotension, pruritus, itchy throat, and pharyngo-
laryngeal pain were the most common AEs reported, and
nasopharyngitis and upper respiratory infections were the
most common infectious events occurred. The mean number
of GdE T1 lesions decreased from baseline to week 72 from
1.31 to 0. HACA were found at 72 weeks in 28% of patients. As
secondary outcomes, the effect of rituximab on the relapse
rate and MRI was assessed. Over the 72-week time period,
80.8% of patient remained relapse free and the unadjusted
annualized relapse rate was lower compared to the year
before study (0.18 vs. 1.3). Moreover, the total number of
new T2 lesions between weeks 4 and 72 was reduced from
0.92 to 0 [93] (Table 2).
A phase II placebo-controlled 48-week trial was designed to
assess the efficacy of rituximab. This study enrolled 104 RRMS
patients of which 69 were treated with intravenous rituximab
1000 mg at 1 and 15 days (one cycle) and 35 received placebo.
As primary end point, this study evaluated the total number of
GdE lesions on serial MRI at weeks 12, 16, 20, and 24 and
found a highly significant reduction in the treated group as
compared to the placebo group (p < 0.001). The proportion of
patients with relapses, the annualized rate of relapses, the new
GdE lesions on serial MRI, and lesion volume changes on T2-
weighted MRI at week 24, were secondary outcomes.
Rituximab treatment was associated with a lesser proportion
of patients with relapses as compared to placebo at week 24
(14.5% vs. 34.3%;p = 0.02) and week 48 (20.3% vs. 40.0%,
p = 0.04). The ARR was also significantly reduced in the
rituximab group compared to placebo at 24 weeks (0.37 vs.
0.84, p = 0.04) but not at 48 weeks (0.37 vs. 0.72, p = 0.08). The
reduction of the new GdE lesions on serial MRI was greater in
the rituximab group (p < 0.001) as well as the reduction of the
T2-weighted lesion volume from baseline to week 24
(p = 0.008) and to week 48 (p = 0.004). At 48 weeks, 24%
patients had developed HACA, but this finding was not related
to efficacy measures. The AEsDR reported were mostly mild-
to-moderate in severity (92.6%) and most occurred within the
24 h after the first infusion (78.3% vs. 40.0%). Infection-asso-
ciated AEs did not exceed 10% of the patients in the rituximab
group [8].
In a later double-blind, placebo controlled, phase II trial
over 96 weeks enrolling 439 PPMS patients (OLYMPUS), the
effect of rituximab on disability progression was investigated.
The patients were randomized 2:1 to received intravenous
rituximab 1000 mg at 1 and 15 days every 24 weeks, through
96 weeks (four cycles) or placebo. The primary outcome was
the time to confirmed disease progression defined by an
increase in the EDSS score sustained for 12 weeks (at least 1
point from baseline score if the EDSS was between 2.0 and 5.5
or at least 0.5 point if the EDSS was higher than 5.5). Despite
this outcome was not met for the overall population
(p = 0.1442), rituximab reduced disease progression in a sub-
group of patients under the age of 51 and/or patients with
GdE lesions at the baseline MRI (hazard ratio, 0.52; p = 0.01
and 0.41; p = 0.007 respectively). The change from baseline to
week 96 in T2 lesions volume and brain volume on MRI were
measured as secondary endpoints. It was found that rituxi-
mab-treated patients showed less increase in T2 lesion volume
(p > 0.001) but the brain volume change was similar to pla-
cebo (p = 0.62). The frequency of AEs was comparable
between groups. However, infusion-related AEs were higher
in the rituximab group, which were mostly mild-to-moderate
in severity and their frequency decreased with subsequent
infusions. The SAEs and infection-related serious AEs were
also higher in the rituximab group (4.5 vs. <1%) and the
majority occurred in patients aged >55 years [95].
A small 52-week open-label phase II trial evaluated ritux-
imab as add-on therapy in 30 RRMS patients treated with
injectable disease-modifying drugs (DMD) and who had at
least one GdE lesion on baseline MRI (3 monthly MRI scans
before treatment). Rituximab 375 mg/m2 was given as weekly
infusions for four doses. The primary end point for this study
was the reduction of the number and volume of GdE lesions
on T1 MRI brain scans at weeks 12, 16, and 20, compared to
the MRI scans obtained at 28, 24, and 0 weeks. The mean
number of GdE lesions on serial MRIs decreased after treat-
ment in comparison to pretreatment scans (p < 0.0001). In
total, 74% of the three posttreatment MRI scans were free of
GdE lesions. The mean number of GdE lesions per month and
the mean volume of GdE lesions were also reduced after
treatment (88% and 78%, respectively). Change in EDSS was
used as secondary outcome and it was found that in 70% of
patients the EDSS score remained stable. Only 2 of 30 patients
experienced deterioration of EDSS. No serious AEs were
observed. Although this study was not designed to analyze
effects on the relapse rate, a reduction of ARR was found (1.27
before treatment vs. 0.23 during treatment) [105].
Recently, a prospective, open-label, phase II, multicenter
Swedish study evaluated the effects of switching treatment
from first-line injectable therapies to rituximab in RRMS
patients at 24 months. The dose of rituximab used was
1000 mg IV given 2 times 2 weeks apart (one cycle). The 2
co-primary end points were: the difference in inflammatory
activity measured by the mean number of GdE lesions at
months −3, 0, 3, and 6; and the change of levels of CSF
neurofilament light chain (CSF-NFL) at baseline and at months
0 and 12. The numbers of new and enlarged T2 lesions at time
0, 12, and 24 months were measured as secondary outcome.
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The mean number of GdE lesions dropped from 0.37 to 0.03 at
month 6 after treatment shift (p = 0.029) and mean number of
new and enlarged T2 lesions was significantly reduced from
0.28 at baseline scan to 0.01 at 12 months (p = 0.004); the
mean CSF-NFL levels were reduced by 21% (p = 0.01) [113].
According to the German Registry of autoimmune diseases
(GRAID), the serious infections produced by rituximab do not
exceed 5.3 per 100 patients per year and opportunistic infec-
tions have not been reported in MS [114].
Use of rituximab for indications other than MS, has been
associated with progressive multifocal leukoencephalopathy
(PML) [115] and reactivation of hepatitis B virus (HBV) infec-
tion, particularly in patients with cancer and resolved infection
(HBsAg negative/HBsAb positive) [116]. The screening for HBV
and monitoring/prophylaxis is recommended.
Two cases of severe nontuberculous mycobacterial infec-
tion have been reported in patients treated for refractory
myositis [117]. Nevertheless, mycobacterial infections in
patients treated with rituximab are exceedingly rare, even in
patients with past history of tuberculosis. There is no clear
recommendation for screening.
In MS patients, complications such as those mentioned
above have not yet been reported, but the data suggest that
caution should be exercised when using rituximab in MS
patients with history of infection by HBV or previous
immunosuppression.
In spite of the positive data from the phase II trials in
patients with RRMS and two subsets of PPMS patients, phase
III trials with rituximab were not developed. That decision was
influenced by multiple factors, some of them related to phar-
maceutical policies and others to development of new anti-
CD20 molecules.
Based on the theoretical inaccessibility of DMD into the
CNS and the successful depletion of peripheral blood B cells
after intrathecal administration of rituximab in mice and
humans [108,109], a phase I/II parallel, placebo-controlled,
double-blind trial was designed to compare intravenous and
intrathecal administration of rituximab in patients with SPMS
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01212094). The goal was to
assess the depletion of B cells in CNS and its repercussion in
neuroinflammation by measuring CSF biomarkers, but the trial
failed to reach criteria for continuation; it was concluded that
clinical variables were needed [118]. A phase I trial to assess
safety of intrathecal rituximab in patients with SPMS is
ongoing (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02253264).
4.2. Ocrelizumab
The first clinical trial to evaluate efficacy and safety of ocre-
lizumab in MS was a phase II multicenter, randomized, par-
allel, double-blind study involving 220 patients who were
equally randomized to receive placebo, ocrelizumab
600 mg (300 mg at 1 and 15 days), ocrelizumab 2000 mg
(1000 mg at 1 and 15 days), or IFN-β 1a 30 μg im once a
week. Patients were evaluated for a first period of 24 weeks
and then those of the ocrelizumab groups (600 mg and
2000 mg) received subsequent cycles at 24, 48, and
72 weeks according to their treatment during the first cycle
but in a full dose at 1 day and placebo at 15 day. Patients in
the placebo and IFN β-1a groups were oﬀered ocrelizumab
600 mg for the second, third, and fourth treatment cycles
(300 mg at 1 and 15 days). The primary end point was the
total number of GdE lesions in MRI at weeks 12, 16, 20, and
24; which was significantly reduced in both ocrelizumab
groups compared to placebo: 89% lower (95% CI 68–97,
p < 0·0001) in 600-mg ocrelizumab group and 96% lower
(95% CI 89–99 p < 0·0001) in 2000-mg ocrelizumab group;
but not in IFN-β 1a group compared to placebo. The percen-
tage of patients who remained free of GdE lesions was super-
ior for both ocrelizumab groups (77% in 600-mg ocrelizumab
group and 88% in 2000-mg ocrelizumab group) than for the
placebo group (35%) and the IFNβ-1a group (48%). Change
in total volume of T2 lesions from baseline to week 24, total
number of new GdE T1 lesions, ARR, safety and tolerability,
were included as secondary end points.
The change in total volume of T2 lesions did not differ
between groups. The number of new and persisting GdE
lesions was also lower for ocrelizumab groups compared to
placebo (p < 0·0001). Both doses of ocrelizumab had a positive
effect on ARR at 24 weeks which was 80% lower (95% CI
45–99) in the 600-mg ocrelizumab group and 73% lower
(95% CI 29–97) in the 2000-mg ocrelizumab group versus
placebo. In the second phase, the patients from placebo and
IFN β-1a groups had a similar reduction of disease activity
after the first treatment cycle as patients from ocrelizumab
groups. SAEs and serious infections occurred at similar per-
centages in the placebo and ocrelizumab groups, but infusion-
related events were more frequent in the 600-mg (34.5%) and
2000-mg (43.6%) ocrelizumab groups compared to placebo
group (9.3%). Most infusion-related events occurred during
or shortly after the first infusion but decreased in frequency
and severity at the follow-up infusions. As with rituximab, the
most common AEs were headache, chills, and urinary and
upper respiratory tract infections. One patient in the high-
dose ocrelizumab group was hospitalized with systemic
inflammatory response syndrome and died, but it was uncer-
tain whether this was related to the drug [9].
Latest long-term results of this study were presented at the
American Academy of Neurology (AAN) 65th Annual Meeting
in March 2013, and suggest that the drug maintains its efficacy
for up to 18 months after the last dose, without new safety
problems identified in extended follow-up after 96 and
144 weeks [119].
At the European Committee for Treatment and Research in
Multiple Sclerosis (ECTRIMS) congress in October 2015, results
of two 96 weeks phase III randomized, double-blind, double-
dummy, parallel-group trials (OPERA I and II) were presented,
in which the efficacy and safety of ocrelizumab was compared
to IFN-β1a 44 μg in patients with RRMS (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT01412333, NCT01247324). In these studies,
1,656 RRMS patients with active disease and GdE lesions
were randomized in a 1:1 ratio to receive either ocrelizumab
(dual infusions of 300 mg on day 1 and 15 followed by single
infusions of 600 mg on day 1 of each cycle) every 24 weeks
plus IFN-β1a-placebo three times weekly, or ocrelizumab-pla-
cebo every 24 weeks plus IFN-β1a 44 μg three times weekly.
The primary outcome was the ARR over 96 weeks and the
secondary outcomes included confirmed disability
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progression, proportions of relapse-free patients and changes
of brain volume in MRI. In both studies, patients treated with
ocrelizumab had relapse rates 46–47% lower than patients
treated with IFN-β1a, the confirmed disability progression
was reduced by approximately 40% after 12 and 24 weeks in
the ocrelizumab group, which also had 94–97% fewer GdE
lesions and 77–83% fewer new T2-lesions than IFN-β1a
group. No differences in AEs, serious infections, or malignan-
cies were observed between the IFN-β-1a and the ocrelizumab
group [120,121].
Another recent phase III multicenter, randomized, parallel
group, double-blind and placebo controlled trial (ORATORIO),
the efficacy and safety of ocrelizumab was evaluated in 732
PPMS patients (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01194570).
Patients were randomized 2:1 to either ocrelizumab 600 mg
(two infusions of 300 mg on day 1 and 15) or placebo every
6 months for 120 weeks. Patients who were treated with
ocrelizumab showed 24% and 25% lower risk of confirmed
disease progression (primary outcome) after 12 and 24 weeks,
respectively, compared to placebo. As results of secondary
outcomes, T2-weighted lesion volumes in patients who
received ocrelizumab were 3.4% lower at 120 weeks compared
to baseline MRI, the rate of total brain volume loss was 17.5 %
lower than patients who received placebo and the walking
time was reduced to 29% compared to placebo. The frequency
of AEs and infections was comparable between groups, but a
higher rate of infusion-related reactions was observed in the
ocrelizumab group, particularly during the first infusion. More
malignancies occurred in patients given ocrelizumab com-
pared with those who received placebo (2.3% vs. 0.8), specifi-
cally four breast cancers, one endometrial adenocarcinoma,
one anaplastic lymphoma, one histiocytoma, one metastatic
pancreatic cancer, and three basal cell carcinomas. This imbal-
ance in malignancies is being studied to determine the safety
of ocrelizumab [122].
In patients with RA, where efficacy of rituximab has been
demonstrated, ocrelizumab was associated with more serious
and opportunistic infections and it was decided to discontinue
the ocrelizumab clinical development program. The treatment
of RA, unlike MS, includes the concomitant use of immuno-
suppressant medications that can raise the risk of infections. In
MS, the overall benefit to risk profile of ocrelizumab is still to
be determined.
4.3. Ofatumumab
A first phase I/II trial designed to assess the safety of ofatu-
mumab in 38 RRMS patients with active disease, investigated
three doses of this drug (100, 300, and 700-mg IV at week 0
and 2) compared to placebo. After 24 weeks, the patients
randomized to placebo were treated with ofatumumab and
those who were treated with ofatumumab received placebo.
Ofatumumab was well tolerated and did not increase the
number of serious AEs (primary outcome), despite producing
a profound selective reduction of B cells. Infusion-related reac-
tions were observed only in the first infusion. In this study,
efficacy was assessed by MRI as a secondary end point, and
ofatumumab showed a very high superiority compared to
placebo. The number of new GdE lesions was nearly
completely canceled in all ofatumumab groups (mean num-
ber: 0.04) with respect to placebo (mean number: 9.69) and
the new T2 MRI lesion activity was suppressed by 99% in the
first 24 weeks [10].
At the 2014 joint ACTRIMS-ECTRIMS meeting, the prelimin-
ary results of a phase II trial in RRMS patients with a subcuta-
neous formulation of ofatumumab (3, 30, or 60-mg sc. every
12 weeks or 60-mg sc. every 4 weeks) were presented. The
number of new GdE lesions at weeks 4, 8, and 12 was mea-
sured as primary end point and the secondary outcomes
including the cumulative number of GdE lesions, clinical
relapses, EDSS, adherence to treatment, AEs, and immuno-
genicity and pharmacodynamic properties of drug. The pre-
liminary results showed a significant reduction of MRI
measures in all ofatumumab-treated groups with regard to
placebo that was maintained through 48 weeks. B cell reple-
tion occurred in a dose-dependent trend and no SAEs were
reported (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01457924) [123]. A
phase III clinical trial for a subcutaneous formulation of ofatu-
mumab is underway but there are no published results to
date.
5. Expert commentary
Recent investigations, mainly in animal models, have greatly
improved the understanding of the B cell role in MS patho-
genesis, and suggest an essential Ab-independent role of B
cells in disease activity [2]. Clinical trials have demonstrated
that depletion of CD20 + B cells by mAbs(rituximab, ocrelizu-
mab, and ofatumumab) provide important benefits on clinical
and radiological outcome measures in RRMS patients that
equal or surpass the currently approved approaches [8–
10,93,95,105,119–123]. In PPMS patients, this benefit is not
entirely clear: the ORATORIO study with ocrelizumab showed
a reduction of the risk of progression of clinical disability [119]
but results from the OLYMPUS trial with rituximab showed
that only younger patients and/or patients with evidence of
inflammatory activity may respond adequately. All this poses
the possibility that maximum benefit from ocrelizumab in
PPMM might be restricted to patients with specific clinical
features yet not defined.
All anti-CD20 drugs used in MS are type I mAbs.
Ocrelizumab and ofatumumab have been designed to
enhance Fc-dependent functions, such as CDC and ADCC
[15]; however, their superiority in efficacy and safety com-
pared to rituximab has not been demonstrated in oncological
and rheumatological diseases. In this setting, the type II anti-
CD20 mAbs which have the theoretical ability to directly
induce non-apoptotic programmed cell death responses may
also be studied in MS.
Although anti-CD20 mAbs are usually well tolerated, the
most common adverse events are infusion-related reactions
that tend to reduce their frequency and intensity with subse-
quent exposure. In MS, the phase III trials with ocrelizumab did
not show a higher occurrence of serious infections; however,
there was an apparent increase in malignancies in PPMS
patients. The overall benefit to risk profile of ocrelizumab in
MS patients is still to be determined [119].
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An unanswered question with these agents refers to long-
term therapy, whether it may be required to administer
repeated courses of the drug to keep the inflammatory activity
under control, or to adjust the therapeutic regime to B cell
values, or to switch to different agents for chronic
maintenance.
6. Five-year view
Given the demonstrated efficacy of the anti-CD20 mAbs, one
may foresee that their inclusion into the therapeutic arsenal of
MS will be soon a reality and that they will become essential
medications for patients with high disease activity. One of the
most striking results with ocrelizumab has been the favorable
effect on disability progression in PPMS. Nevertheless, still it
has not been elucidated which patients with progressive
forms of the disease may benefit from this treatment.
The position of these drugs in the therapeutic algorithm for
MS will have to be determined according to their efficacy
/safety balance, compared to the currently approved DMD.
They appear to have the potential to be used as first-line
drugs in selected highly active RRMS patients, or as second
line in case of suboptimal responses to first line or as alter-
native to second-line drugs. In this context, a relevant ques-
tion is whether they can be used as induction drugs or as
drugs for chronic maintenance, and what can be the risks of
long-term B cell depletion in MS patients.
Key issues
● The phenotypic diversity of B lymphocytes allow them to
exert multiple functions such as production of antibodies,
antigen presentation, antigen transport, T cell co-stimula-
tion and production of cytokines. All of these are relevant in
promoting both inflammatory and regulatory functions.
● The pathogenic role of B cells in MS is not only limited to
the production of antibodies or T-cell activation. They play
important roles in the initiation and perpetuation of CNS
inflammation demonstrated by production of inflammatory
cytokines, formation of ectopic B cell follicle-like structures
in meninges of MS patients and migration of B cell
through BBB.
● B-cell-depleting therapies have been demonstrated to
impact in all pathogenic mechanisms of B cells in both
EAE an MS.
● Three mAbs have been evaluated as potential DMD in
patients with MS: rituximab, ocrelizumab and ofatumumab.
The structure of these antibodies differs from chimeric to
fully human; each of them has different levels of CDC
activity and ADCC activity, and binds to a specific site in
the same or different epitopes. All these features confer
them different characteristics in terms of immunogenicity
and related-infusion adverse events.
● Rituximab has demonstrated positive data of efficacy in
Phase II trials in patients with RRMS and two subsets of
PPMS patients (<51 years and/or GdE lesions), but phase III
trials with this drug are not ongoing.
● Ocrelizumab has been evaluated phase II and III trials and
has shown a significant reduction of clinical (ARR) and
radiological activity (GdE and new T2 lesions) compared
to placebo and IFNβ 1a in RRMS patients. In PPMS, it has
shown to decrease the risk of confirmed disease
progression.
● Subcutaneous formulation of ofatumumab offers an advan-
tage over other anti-CD20 mAbs and results of the phase III
study are expected.
● Most adverse events of anti-CD20 mAbs occur during or
shortly after the first infusion and decrease at the follow-up
infusions in frequency and severity. Premedication with
antihistamines and /or corticosteroids has been shown to
be effective in prevention.
● Despite the absence of serious adverse events in clinical
trials, there is some concern about reactivation of viral
infections as well as the emergence of malignancies. The
overall benefit to risk profile of anti CD-20mAbsin MS is still
to be determined.
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Differential effects of fingolimod on NKs and B cells subsets of relapsing-remitting 
multiple sclerosis patients and prognostic implications. A prospective study
Introduction and Purpose
Methods
Fingolimod is a functional sphingosine-1-phosphate (S1P) receptor antagonist approved for the treatment of
relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS). Lymphopenia in fingolimod-treated patients is due to decreased egress
of CCR7(+) lymphocytes from lymph nodes, with the result of a decrease in naïve and central memory T cells (Tn and
TCM) and a relative increase in effector memory T cells (TEM) in peripheral blood. Despite efforts, none of these
variations has been linked to a good or bad response to the drug. In order to improve our understanding of
fingolimod-induced changes in lymphocyte subpopulations and its possible relation with treatment response, we
analyze the variations in peripheral blood of Natural Killer cells (NKs) and B cell subsets at 6 months of treatment and
the association with efficacy parameters defined by “no evidence of disease activity” NEDA 3 and 4 at 1 year.
Results
Enrollment was limited to patients 18 to 55 years of age, with a diagnosis of RRMS according to Mc Donald 2010
criteria, an entry score of 0 to 5.0 on the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and indication for treatment with
fingolimod according to the current recommendations of use for Gilenya by EMA. The exclusion criteria included
disease categorized as progressive or any previous treatment with a sphingosine-1-phosphate receptor agonist. All
patients signed an informed consent that had been previously approved by the ethics committee of Puerta de Hierro
University Hospital.
Peripheral blood mononuclear cells (PMBCs) were
obtained from venous blood of 30 patients (before
starting treatment with fingolimod and 6 months after
therapy was started) and 10 healthy controls (HC)
matched for age and sex. Lymphocyte subpopulations
were defined according their surface markers using
several combinations of the monoclonal antibodies
(mAbs) shown in table 1. Data were acquired using a
digital flow cytometer (MACSQuant Miltenyi Biotec)
and analyzed by MACSQuantify and FlowJo softwares.
Statistic analysis
For clinical characteristics, a descriptive statistical
analysis of the main variables was performed (mean
and standard deviation). Patients were divided into two
groups based on their NEDA status and two subgroups
according to the reason for treatment change (efficacy
vs. tolerance). The nonparametric Mann–Whitney U
test was used to compare clinical, MRI and cytometry
data before and after 6 m therapy as well as the
differences between two groups and subgroups. The
Bonferroni’s correction for multiple comparisons was
used considering as significant p-value <0.00033. All
analyses were performed by using data analysis
software MATLAB.
Table 1. Lymphocyte subpopulations and ratios analyzed.
B Lymphocytes (BL) CD20+CD3-
Memory B cells (Bmem) CD20+CD3-CD27+ CD43-
Naive B cells (Bn) CD20+CD3-CD27-CD43-
B1 cells (B1) CD20+CD3-CD27+CD43+
B1 CD11b+ cells CD20+CD3-CD27+CD43+CD11b+
Plasmablasts (PB) CD20low/-CD3-CD27highCD43high
CD5+ B cells CD20+CD3-CD5+
Transitional B cells (TB) CD20+CD3-CD24highCD38highCD27-
Regulatory B cells (Breg) CD20+CD3-CD24highCD38highCD27+
CD20+CD3-CD24highCD38intCD27+
CD20+CD3-CD24highCD27high
Natural killer cells (NK) CD56+CD3-
Natural killer dim cells (NKdim) CD56dimCD3-
Natural killer bright cells (NK bright) CD56brightCD3-
Natural killer T cells (NKT) CD56+CD3+
T Lymphocytes CD3+CD20-CD56-
Helper T cells (CD4+) CD3+CD20-CD4+
Naive T cells (Tn) CD3+CD20-CD4+CCR7+ CD45RA+
Central memory T cells (TCM) CD3+CD20-CD4+CCR7+ CD45RA−
Effector memory T cells (TEM) CD3+CD20-CD4+CCR7- CD45RA−
Effector memory RA T cells (TEMRA) CD3+CD20-CD4+CCR7- CD45RA+
Regulatory T cells (Treg) CD3+CD20-CD4+CD25high CD127down CD39high
Cytotoxic T cells (CD8+) CD3+CD20-CD8+
CD20+ T cells CD20+CD3+
Human mAbs used: anti-CD3 FITC, anti-CD56 PE, anti-CD20 Per-CP vio 770, anti-CD4 PE vio 770, 
anti-CD8 APC, anti-CD27 PE, anti-CD11b APC, anti-CD43 APC vio 770, anti-CD24 FITC, anti-CD38 PE-
vio 770 , anti-CD5 APC, anti-CD45RA Vio green, anti-CD39 FITC, anti-CCR7 PE, anti-CD127 PE Vio 
770, anti-CD25 APC, anti-CD4 APC vio 770. All mAbs were obteined from Miltenyi Biotec (Aurbun, 
CA)
Table 2. VARIABLES ANALYZED
CLINICAL MEASURES: COMPOSED VARIABLES
Baseline EDSS NEDA 3 at 1 year
EDSS at 1 year NEDA 4 at 1 year
Number of relapses during last year before entry MRI activity
Number of relapses during study (one year) Confirmed progression
Baseline annual relapse rate (ARR)
ARR  at 1 year
MRI MEASURES: DEMOGRAPHIC DATA:
Number of GdE+T1 lesions on baseline MRI Age
Volume of GdE+T1 lesions on baseline MRI Sex
Number of T2-w lesions, on baseline MRI Time since DMT onset (years)
Total volume of T2-w lesions, on baseline MRI Number of previous DMTs
Number of new GdE+ T1 lesions on 12 months MRI Immediately previous treatment
Volume of new GdE+ T1 lesions on 12 months MRI Reason for treatment change
Number of new T2-w lesions on 12 months MRI Previous immunosuppressive therapy
Total volume of T2-w lesions on 12 months MRI Disease duration since onset of the first 
symptom (years)Percentage of changes in WB volumes
Table 3. DEMOGRAPHIC DATA
Sample (n=30) HC (n=10) p-value
Age 40+/-9,19 38+/-6,63 P=0.280431
Sex (Female) 63% (19) 60% (6) p=0.100812
Disease duration since onset of the 
first symptom (years)
11+/-6,94
Time since DMT onset (years) 10+/-7,02
Number of previous DMTs 2+/-1,04
Immediately previous treatment Natalizumab: 43%  
Interferon: 36%   
Glatiramer acetate: 10%   
Dimethyl fumarate: 3,3%  
Naive: 6,6% 
Reason for treatment change Efficacy or naive: 54%   
Tolerability: 46%    
Previous immunosuppressive 
therapy
13% (4)
CLINICAL AND MRI MEASURES:
Baseline At 1 year p-value
EDSS 2,65+/-1,66 2,75+/-1,76 p=0.940581
ARR 0,57+/-0,57 0,26+/-0,52 p=0.002531
Number of relapses during last year 0,58+/-0,69 0,26+/-0,52 p=0.050858
Mean of months to relapse 4,81+/-3,85
Relapse severity Severe: 43%        
Moderate: 36%     
Mild: 10%
Number of new GdE+T1 lesions on 
MRI 0,36+/-1,06 0,33+/-0,99 p=0.980524
Volume of GdE+ T1 lesions on MRI 0,22+/-0,59 0,14+/-0,42 p=0.093121
Number of new T2-w  lesions on  
MRI *
0,8+/-1,37* 0,43+/-0,85 p=0.038521
Volume of T2-w  lesions on MRI 15,46+/-10,08 15,87+/-10,82 p=0.912590
Changes in whole brain (WB) 
volumes by SIENA
0,45-/+0,34
Percentage of NEDA-3 patients 57% (17)
Percentage of NEDA-4 patients 46% (14)
Percentage of patient with CP 13% (4)
Percent of patients with change of 
whole brain (WB)  volume > 0,4%
24% (7)
Percentage of patient with at least 
one relapse
20% (6)
Percentage of patient with MRI 
activity 
43% (13)
* An MRI before study initiation only was available in 75% of patients.
Clinical and brain MRI measures:
Demographic data were obtained from clinical records
of our MS database.
All patients underwent a neurological assessment and
EDSS evaluations at baseline and 12 months after
starting therapy.
In case of relapse, our patients were instructed to
contact the hospital and had access to 24-hour
neurological emergencies.
MRI was performed at baseline and 12 months after
initiation of fingolimod, using a 1.5 T machine. The
percent changes in whole brain (WB) volumes were
obtained using the SIENA method. All MRI were
interpreted in a blinded manner.
MRI activity was defined by the appearance of new
gadolinium enhanced (GdE+) T1 lesions and/or new or
enlarged T2-weighted (T2-w) lesions.
Confirmed progression (CP) was defined by an increase
of at least 1 EDSS point sustained during the first year.
NEDA 3 was calculated according to the published
parameters (no MRI activity, no relapses and no CP).
NEDA 4 was calculated as NEDA 3 plus annual brain
volume loss (BVL) <0.4%.
Results
Conclusions
Acknowledgements
References
The percentage of LB1 cells was diminished in patients
compared to HC and was composed mostly of CD11b+
cells. Fingolimod treatment induced a decrease in
percentages of T cells, CD4+, Tn, NK bright, B cells, B
mem, plasmablasts and LB1 cells at 6 months
(p<0.0003 for all). In contrast, the proportion of CD8+,
TEM, TEMRA, T reg, NK, NKT, NK dim, Bn, Transit-B,
Breg and CD5+ cells were increased (p<0.0003 for all) .
There was a trend toward decrease in percentage of
TCM (p=0.0036). A description of these findings is
shown in table 4.
Absolute counts were significantly decreased in all
populations and subpopulations (p<0.0003 for all)
without significant differences between groups.
As shown in Table 3, the ARR and the number of
relapses during last year were significantly reduced
with fingolimod treatment as well as the number of
new T2-w lesions and the volume of new GdE+ lesions
at 1 year. NEDA 3 and 4 states was documented in
around half of patients.
Interestingly, NEDA3 and 4 patients had a lower
percentage of NK bright at baseline than no NEDA
patients resulting in a relative increase in the
proportion of NK dim (p=0.000301). When the
percentage of NK bright was >10% of total NK cells,
this difference was higher (p=0.00018). Contrary to
published data by Teniente-Serra et al, we did not find
association between percentages of CD8+ pre-
treatment and MRI activity or relapses.
-Besides the profound reduction on total lymphocyte counts, fingolimod modifies the relative percentages of all 
lymphocyte populations. 
-We found that a percentage of NK bright > 10% of the NKs at baseline and a resistance to a decrease of the 
percentages of plasmablasts, NK bright and LB1 at 6 months were associated with bad response. On the other hand, 
higher percentages of CD11b+, regulatory B cells and CD5+ were associated with good response. 
-In addition to the well known effects of fingolimod on CD4+ T cell subsets, our findings highlight effects on
additional lymphocyte subpopulations that can be relevant and might be useful to predict treatment response based
on NEDA 3 and 4 states.
- Our sample is not large enough for a more detailed analysis of subgroups and more studies are needed in this 
respect before implementation of these markers in clinical practice. 
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30 RRMS patients who started treatment with fingolimod 0.5 mg once daily were enrolled and followed for 1 year .
The demographic data and baseline characteristics of the patients and HC are summarized in Table 3
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Table 4. Influence of fingolimod on subpopulations analyzed.
Figure 2.
In our study, no-NEDA 3 and 4
patients were more resistant to
reduce the percentages of
plasmablasts (p=0.0002187 and
p=0.0002657) than NEDA patients.
The decrease in percentages of NK
bright and LB1 was less evident for no
NEDA-3 patients (p=0.0002145 and
p=0.0002879) compared to NEDA-3.
Additionally, NEDA-3 patients
showed a tendency to higher
percentages of CD11b+ (p=0.000328)
and regulatory B (p=0.000304) than
no NEDA patients, after 6 months of
treatment. Despite the fact that
CD5+ % was augmented in all
patients, an increase >25% of
baseline was associated with no
NEDA 3 state (p=0.000329) but not
with NEDA 4.
When the efficacy variables were
analyzed separately, we found that
the observed resistance to a decrease
of the NK bright population in no
NEDA patients, was associated with
MRI activity (p=0.000322) but not
with CP (p=0.040) or relapses
(p=0.00278).
No differences between subgroups
(Intolerance/naïve vs. efficacy) were
found.
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Figure 1. Influence of fingolimod on subpopulations analyzed.
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Naïve B Mem B
LB1
Subpopulations p_val Healthy controls Pre-treatment Post-treatment p_val
%CD3 3,90E-01 78,32 +/- 4,88% 74,69 +/- 10,62% 46,92 +/- 18,48% 1,73E-07
%CD4 (CD3) 2,17E-01 68,24 +/- 7,96% 64,54 +/- 8,16% 28,23+/- 10,79% 3,02E-11
%TEM (CD4) 5,22E-01 2,72 +/- 2,41% 3,30 +/- 3,11% 34,92+/- 17,35% 4,50E-11
%TEMRA (CD4) 3,90E-01 0,59 +/- 0,89% 0,33 +/- 0,55% 4,02+/- 3,93% 9,76E-10
TEM/TEMRA 5,02E-01 34,71 +/- 53,19 28,40 +/- 30,88 15,36+/- 11,52 1,81E-01
%TCM (CD4) 6,51E-01 44,90 +/- 17,61% 43,71 +/- 16,44% 35,23+/- 18,40% 3,64E-02
%NaiveT (CD4) 7,91E-01 49,46 +/- 20,54% 51,34 +/- 15,64% 22,42+/- 16,57% 2,78E-07
TCM/NaiveT 6,96E-01 1,23 +/- 0,90 1,13 +/- 1,08 2,46+/- 1,92 1,52E-03
%RegT (CD4) 9,97E-03 5,92 +/- 2,55% 3,55 +/- 2,03% 8,16+/- 4,11% 8,29E-06
%CD8 (CD3) 5,88E-02 25,38 +/- 6,38% 30,45 +/- 7,05% 51,78 +/- 11,58% 2,03E-09
CD4/CD8 1,01E-01 2,95 +/- 1,23 2,32 +/- 0,98 0,59 +/- 0,32 4,50E-11
%NKT  3,10E-01 3,71 +/- 2,91% 2,77 +/- 2,65% 12,04 +/- 11,85% 3,83E-06
%NK 5,42E-01 9,77 +/- 6,24% 8,84 +/- 5,98% 40,38 +/- 15,81% 1,96E-10
%Nkbright (NK) 1,60E-03 8,16 +/- 2,00% 12,20 +/- 6,29% 5,21 +/- 2,76% 5,60E-07
%Nkdim (NK) 2,45E-03 93,47 +/- 1,80% 87,79 +/- 6,29% 94,77 +/- 2,76% 5,60E-07
%BL 1,46E-01 11,49 +/- 3,29% 14,93 +/- 6,16% 6,70 +/- 3,78% 5,19E-07
%NaiveB (BL) 5,85E-01 67,61 +/- 13,94% 69,50 +/- 17,05% 82,77 +/- 12,15% 8,15E-05
%MemB (BL) 5,42E-01 30,25 +/- 13,75% 28,00 +/- 16,89% 16,00  +/- 10,73% 3,89E-04
%B1 (BL) 1,52E-05 2,57 +/- 0,46% 0,93 +/- 0,82% 1,44 +/- 0,66% 1,07E-06
%CD11b (B1) 2,01E-05 55,04 +/- 11,98% 82,88 +/- 12,87% 59,01 +/- 22,82% 1,36E-04
%Plasmablasts 9,97E-03 3,25 +/- 1,53% 2,28 +/- 0,16% 1,63 +/- 0,41% 6,35E-05
%CD5 (BL) 1,60E-03 39,98 +/- 14,69% 35,49 +/- 6,94% 54,01 +/- 12,71% 1,95E-10
%RegB (BL) 3,63E-02 1,70 +/- 0,88% 2,87 +/- 1,58% 4,81 +/- 2,68% 6,25E-05
%TransitB (BL) 1,08E-01 2,36 +/- 1,06% 1,63 +/- 0,50% 4,02 +/- 1,91% 1,07E-04
%CD20+Tcells 8,76E-03 0,97 +/- 1,14% 1,58 +/- 2,58% 0,53 +/- 0,53% 1,42E-04
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Differential effects on lymphocyte subsets and transcriptome sequencing after treatment 
with fingolimod in relapsing-remitting multiple sclerosis patients. Prognostic implications
Introduction and Purpose
Methods
Fingolimod is a functional sphingosine-1-phosphate (S1P) antagonist approved for the treatment of MS. The
phosphorylated active form of fingolimod binds to S1P 1, 3-5 G protein-coupled receptors, which are
expressed in immune and cardiovascular tissues. We aimed to clarify the differential effects of fingolimod on
T, B and NK cell subsets of MS patients as well as to identify differentially expressed genes in responder and
non-responder patients to treatment using next generation sequencing.
Results
Conclusions
Acknowledgements
References
- Fingolimod affects practically all lymphocyte populations and exerts a differential effect in patients
according to clinical response .
- Pre-treatment differences in gene expression related to S1P pathway, particularly in apoptosis and cell
survival , could play an important role in the response to fingolimod treatment
-A combination of the basal and differentially modified cytometry markers (NK bright, NK dim, plasmablasts,
IL-2 producing cells, LB1, CD8 T naïve, memory B cells, switched memory B cells, CD8+CCR6+CCR4+ and
CD4+CCR6+CCR4+ cells ) as well as a selection of genes differentially expressed before treatment (FOXP3
TNFSF8 IL21 MIF FOSL1 SOD1 SPP1 TRAF3 IL12A PDCD1 SLIT2 HLA-E CD40LG PSME1 CXCR3 IL17D IL18R1
CCL17 IKBKB IL22 and NFATC3) can be used to predict the fingolimod response at 1 and 2 years.
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Enrollment was limited to Relapsing-remitting multiple sclerosis with indication for treatment with
fingolimod. A total of 40 patients were recruited and treated with Fingolimod 0.5 mg once daily, according to
the current recommendations of use for Gilenya by EMA. All patient were followed for 2 years to determine
clinical and radiologic response by NEDA, NEDA 4, Rio Score and modified Rio Score.
Peripheral blood mononuclear cells (PMBCs) were obtained from patients before and 6 months after starting
treatment as well as from 10 healthy controls, 10 RRMS naïve patients for flow cytometry and RNA
extraction. The demographic characteristics of patients and controls are shown in table 1. 54 lymphocyte
subpopulations were defined according their surface markers and intracellular cytokine production (after
stimulation with PMA/Io+BFA) (table 2). RNA sequencing was performed on independent RNA samples of 5
NEDA and 5 no-NEDA patients before and 6 months after treatment. Total RNA was extracted using a
Promega´s robotic plataform (Maxwell® 16) and total transcriptoma was sequenced using Illumina
technologies on an Illumina HiSeq2500. A schematic of the study design is shown in Figure 1.
Patients (n=40) MS controls (n=10) HC controls
(n=10)
Age (years) 39,62+/-9,66 36,1+/-8,33 37+/-9,27
Sex (Female) 25 (62,5%) 6 (60%) 6 (60%)
Disease duration 12.2±6.38 5,6+/-2,50 -
Time since DMD onset (years) 9.57 ±5.58 - -
Number of previous DMDs 1.95±1.06 - -
Immediately previous treatment
Natalizumab * 18 (45%)
IFNβ-1a, IFNβ-1b or GA** 22 (55%)
Wash-out period: * 1-3 months ** 2-14 days
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Table 2. Lymphocyte subpopulations analyzed. 
At 1 year At 2 years
Modified Rio Score 37 92,50% 34 85,00%
Rio Score 33 82,50% 33 82,50%
NEDA-3 21 52,50% 23 57,50%
NEDA-4 12 30,00% 15 37,50%
Number GdE lesions
New T2-weighted lesions
Annual brain volume loss (SIENA)
EDSS
Relapses
NEDA 3 and 4 status
Rio and modyfied Rio Scores
Gene sets selection
Biocarta, GO, KEEG,              
Reactome.
Ordering genes by 
expression levels ES measure 
for each gene 
set MES
Evaluation of 
statistical
significance for
specific
biomarkers
Responders vs No-
responders analysis.
Wilcoxon signed rank 
test + Bonferroni´s
correction
PCA 
dimensionality
reduction
analysis
Biomarkers of response verification
Transcriptoma modulation
Baseline At 1 year At 2 years Baseline vs 1 year
Baseline vs 2 
years
a. ARR 0.64±
0.30
0.23± 0.47 0.10± 0.24 p=0,0001814 p=0,0000029
b. Mean EDSS 2.57±1.49 2.62±1.71 2.53±1.62 p=0,8826818 p=0,3291106
c. Mean number of GdE lesions 0.38±1.02 0.45±1.33 0±0 p=0,6958007 p=0,0012500
h. Mean number of new T2-weighted lesions 0.56±1.14 0.46±1.39 p=0.7578231
j. Mean annual BVL 0.50±0.38 0,38+/-16 p=0,0154756
0,00
0,50
1,00
12
months
prior
1 year 2 years
ANUALIZED RELAPSE RATE
0,00
5,00
10,00
EDSS
0,00
1,00
12
months
prior
1 year 2 years
GdE LESIONS
0,00
1,00
1 year 2 years
CHANGE GLOBAL BRAIN 
VOLUME
0,00
1 year 2 years
NEW T2-WEIGHTED 
LESIONS
0%
100%
PERCENTAGE OF RESPONDERS 
AT 1 YEAR
Intention-to-treat analysis
0%
100%
PERCENTAGE OF RESPONDERS 
AT 2 YEARS
Intention-to-treat analysis
In this study fingolimod significantly reduced the mean ARR in 55.7% at 1 year and 99.8% at 2 years. The
mean EDSS was stable during the first and second years. Evidence of MRI activity was observed in 30% of
patients. During the first year a slight increase of GdE lesions was observed probably due to excellent control
of disease activity in Natalizumab treated patients in the last year but no lesions were observed in patients
after second year. There were no significant differences in the mean number of new T2-weighted . 35% of
patients showed an annual Brain volume loss (BVL) > 0.4% at 1 year and 30 % at 2 years and the mean of
annual BVL was reduced in the second year compared to first year. The percentage of responders varies
according to the used score, from 90-100% for Rio Score to 25-30% for NEDA 4.
No significant differences were observed in lymphocyte populations between the patients before treatment
and naïve MS patients (control group). Compared to healthy controls (HCs), the MS patients had a lower
percentage of LB1 cells (p=0,0066) and a higher percentage of IL17+, IL17+CD4+, IL17+CD8+ and
IL17+INF+CD8+ cells (p<0,04 for all). We could verify that fingolimod affects practically all lymphocyte
populations and subpopulations of B, T and NK cells. As it was expected, after treatment a reduction in
percentages of CD3+, CD4+, CD20+, CD19+, TCM, T naive, memory B (swhitched and no-swhitched), NK bright
and cytokine-producing cells (IFN, IL-17 and IL-2) was observed (p<0,00008 for all) with a relative increase of
CD8+, TEM and TEMRA, NK dim, NKT, Regulatory T , naïve B, immature B, transitional B, CD5+ B cells, LB1, and
plasmablasts (p<0,0008 for all). We did not observe a significant change of plasmatic, regulatory B and double
producing IFN-IL17 cells.
Interestingly, responder patients (who remained free of radiological and clinical activity as well as NEDA
and/or NEDA4 patients at 1 an 2 years) had a higher percentage of NK bright, plasmablasts and IL-2
producing cells at baseline than non-responders patients (p<0,0003 for all). Responder patients are
apparently more resistant to decrease theirs percentages of NK bright and LB1 cells and showed a higher
decline of CD8 T Naïve producing cells than non-responders patients after 6 months of treatment
(p<0,0005 for all).
p=0,0000089 and p=0,3613897                 p=0,0000203              p=0,0000203 and p=0,05209187 p=0,0000001 and p=0,0000001                 p=0,0005063 and p=0,0000001                p=0,0000004 and p=0,0000135
p=0,0000065, p=0,0000030 and p=0,0000617         p=0,0000030, p=0,0000002 and p=0,0000346                p=0,0000065, p=0,0000002 and p=0,0000013 p=0,0000617, p=0,000005 and p=0,3789719                 p=0,0773851, p=0,5716789 and p=0,8381679
p=0,0000002 and p=0,9218829
Results
p=0,0000001, p=0,0000007, p=0,0000001, p=0,0000001 and p=0,0000001 p=0,0000001, p=0,0000001 and 0,99 P=0,0074, p= 0,0000002 p=0,0000001 and p=0,0000001                 p=0,00005, p= 0,0000007, p=0,00003 and p= 0,0000001                 p=0,000003 p=0,0000002 and p=0,0000007                p=0,0000005, p=0,0000003, p=0,0000010, p=0,0000102 p=0,0000918, 
p=0,0000030
Ten lymphocyte subpopulations were selected for dimensionality reduction analysis (PCA): NK bright, NK
dim, plasmablasts, IL-2 producing cells, LB1, CD8 T naïve, memory B cells, switched memory B cells,
CD8+CCR6+CCR4+ and CD4+CCR6+CCR4+ cells. According to the values of these 10 variables, each patient
was located in a 2D representation and we founded that NEDA patients at 1 and 2 years are located in a
well differentiated region of space.
Subpopulation Surface staining Intracellular staining
T Lymphocytes CD3+ CD3+CD19-CD56- IL17-A, IFN γ, IL-2
Helper T cells (CD4+) CD3+ CD4+ IL17-A, IFN γ, IL-2
Cytotoxic T cells (CD8+) CD3+ CD8+ IL17-A, IFN γ, IL-2
Naive T cells (Tn) CD3+ CD4+/CD8+ CCR7+ CD45RA+ 
Central memory T cells (TCM) CD3+ CD4+/CD8+ CCR7+ CD45RA−
Effector memory T cells (TEM) CD3+ CD4+/CD8+ CCR7- CD45RA−
Effector memory RA T cells (TEMRA) CD3+ CD4+/CD8+ CCR7- CD45RA+ 
Regulatory T cells (Treg) CD3+ CD4+ CD25high CD127down CD39high 
Th17 phenotype cells CD4+/CD8+ CD161+ , CD4+/CD8+ CCR6+ CCR4+ 
and CD4+/CD8+ CD161+CCR6+ CCR4+
IL17-A
B lymphocytes CD20+ CD3-CD20+ 
B lymphocytes CD19+ CD3-CD19+ 
B1 cells (B1) CD20+ CD3- CD27+ CD43+  and CD20+ CD3-
CD27+ CD43+ CD11b+
Immature B cells CD19+ CD3- CD27- IgM-
Naive B cells (Bn) CD19+ CD3- CD27- IgM+  and CD20+ CD3- CD27-
CD43-
Memory B cells (Bmem) CD19+CD3-CD27+ and CD20+ CD3- CD27+ CD43-
Class switched memory B cells CD19+ CD3- CD27+ IgM-
Non class switched memory B cells CD19+ CD3- CD27+ IgM+     
Transitional B cells (TB) CD19+ CD3- CD27- CD24high CD38high 
Plasmablasts (PB) CD19+ CD3- CD24- CD38high  IgM-
Plasmatic cells CD19+ CD3- CD27+CD138+ 
Regulatory B cells (Breg) CD19+ CD3- CD24high CD27+ and CD19+ CD3-
CD24high CD38int CD27+
CD5+ B cells CD19+CD3-CD5+ 
Natural killer cells (NK) CD56+CD3-,  CD56dim CD3-, CD56bright CD3-
Natural killer T cells (NKT) CD56+ CD3+ 
Heatmap of p-values 
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CD3
CD4
CD8
CD4TEM
CD4TEMRA
CD4TCM
CD4NaiveT
CD8TEM
CD8TEMRA
CD8TCM
CD8NaiveT
RegT
NKT
NK
NKbright
NKdim
CD20
CD19
Naive1B
Naive2B
Mem1B
Mem2B
NonSwitchedB
SwitchedB
ImmatB
TransitB
TransitB_CD19
Plasmablast_CD19
Plasmablast
RegB1
RegB2
LB1
CD11b
CD5
Plasmatic
IL17+
CD4+IL17+
CD8+IL17+
CD4+CCR6+CCR4+
CD8+CCR6+CCR4+
CD4+CD161+
CD8+CD161+
CD4+CD161+CCR6+CCR4
+
CD8+CD161+CCR6+CCR4
+
IFN+
IFN+CD4
IFN+CD8
IL2+
IL2+CD4
IL2+CD8
IL17+IFN+
IL17+IFN+CD4
IL17+IFN+CD8
p=0,0000031, p=0,00000044, p=0,00032, p=0,031, p=0,00056 and 
p=0,019
p=0,00034, p=0,00044, p=0,053, p=0,074, p=0,39 and p=0,64 p=0,000010, p=0,24, p=0,00031, p=0,044,p=0,00034 and p=0,025
p=0,00000085, p=0,0000011, p=0,000058, p=0,0082, p=0,071, and p=0,015 p=0,017, p=0,0000079, p=0,85, p=0,0091, p=0,80, p=0,100447377 and p=0,97 p=0,000070, p=0,00054, p=0,0054, p=0,0048, p=0,018 1,12 and p=0,23
NEDA Vs No NEDA patients at 1 year NEDA Vs No NEDA patients at 2 years
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Pre-treatment differences in 
gene expression (S1P pathway) 
of NEDA vs No NEDA patients 
Down-regulated Up-
regulated
-2  +1      2
Fold-change in response to Fingolimd
NEDA patients have a greater expression of HRAS, NRAS, RAF1, MAP2K1, MAPK1 and a lower expression
of KRAS and MAPK3 than No NEDA patients suggesting that S1P1-depending apoptosis and cell survival
could play an important role in the response to fingolimod treatment.
GeneSet S1P1_PATHWAY
Enrichment Score (ES) 0.56525
Normalized Enrichment Score (NES) 14.916.655
Nominal p-value 0.044545455
FDR q-value 0.04364048
FWER p-Value 0.201
GENE SET
Enrichment
Score (ES)
Normalized Enrichment
Score (NES)
Nominal p-value FDR q-value FWER p-Value
IMMUNO AND SCLEROSIS RELATED GENES 
(Custome) 0.2591827 13.320.205 0.020512821 0.020512821 0.008
REACTOME_INNATE_IMMUNE_SYSTEM -0.36277893 -16.180.322 0.0018281536 0,02337383 0.906
REACTOME_REGULATION_OF_APOPTOSIS 0.73997754 2.726.724 0.0024857965 0,04674765 0.0
CYTOKINE_ACTIVITY 0.45662877 17.998.033 0.0043572984 0.021272708 0.239
BIOCARTA_INFLAM_PATHWAY 0.6643684 19.653.281 0.0 0.012712614 0.017
ADAPTIVE_IMMUNE_RESPONSE 0.5898631 17.134.769 0.008474576 0.055521365 0.647
IMMUNE_EFFECTOR_PROCESS 0.5211238 16.621.182 0.018442623 0.07059135 0.817
21 elements included 
exclusively in 
NEDAPre_vs_NoNEDAPre
RANK 
METRIC 
SCORE
RUNNING 
ES
CORE 
ENRICHMENT
FOXP3 4.459 0.0147 Yes
TNFSF8 3.763 0.0397 Yes
IL21 3.570 0.0632 Yes
MIF 3.270 0.0844 Yes
FOSL1 2.722 0.0913 Yes
SOD1 2.621 0.1055 Yes
SPP1 2.611 0.1139 Yes
TRAF3 2.514 0.1282 Yes
IL12A 2.438 0.1326 Yes
PDCD1 2.333 0.1341 Yes
SLIT2 2.267 0.1537 Yes
HLA-E 2.196 0.1643 Yes
CD40LG 2.156 0.1698 Yes
PSME1 2.110 0.1808 Yes
CXCR3 2.065 0.1906 Yes
IL17D 1.999 0.2059 Yes
IL18R1 1.849 0.2246 Yes
CCL17 1.700 0.2304 Yes
IKBKB 1.640 0.2287 Yes
IL22 1.533 0.2422 Yes
NFATC3 1.487 0.2449 Yes
21 genes from our selected gene sets were up-
regulated in NEDA patients compared to No
NEDA patients and were used in dimensionality
reduction analysis (PCA): FOXP3 TNFSF8 IL21 MIF
FOSL1 SOD1 SPP1 TRAF3 IL12A PDCD1 SLIT2
HLA-E CD40LG PSME1 CXCR3 IL17D IL18R1 CCL17
IKBKB IL22 and NFATC3. As in the cytometry
analysis, the NEDA patients are located in a well
differentiated region of space and these markers
can be used as response predictors.
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Differential effects on lymphocyte subsets and transcriptome sequencing after treatment with 
fingolimod in relapsing-remitting multiple sclerosis patients. Prognostic implications
Introduction and Purpose
Results
Methods
Conclusions
Acknowledgements
Fingolimod is a functional sphingosine-1-phosphate (S1P) antagonist approved for the treatment of MS.
The phosphorylated active form of fingolimod binds to S1P 1, 3-5 G protein-coupled receptors, which are
expressed in immune and cardiovascular tissues. We aimed to clarify the differential effects of fingolimod
on T, B and NK cell subsets of MS patients as well as to identify differentially expressed genes in
responder and non-responder patients to treatment using next generation sequencing.
References
A total of 40 RRMS patients were recruited and treated with fingolimod 0.5 mg once daily, according to
the current recommendations of use for Gilenya by EMA. All patient were followed for 2 years to
determine clinical and radiologic response by NEDA, NEDA 4, Rio Score and modified Rio Score.
Peripheral blood mononuclear cells
(PMBCs) were obtained from patients
before and 6 months after starting
treatment as well as from 10 healthy
controls and 10 RRMS naïve patients for
flow cytometry and RNA extraction. The
demographic characteristics of patients and
controls are shown in table 1 and the study
design is shown in figure 1 .
Table 1. Demographic characteristics of patients and control subjects
Groups P-Values ꬸ
Patients (n=40)
MS 
controls
(n=10)
HC controls
(n=10)
Patients vs MS 
controls
Patients vs HC 
controls
Age (years) * 40.63+/-9.67
36,1+/-
8,33
37+/-9,27 p=0,1777 p=0,3375
Sex (% of Female) ~ 25 (62,5%) 6 (60%) 6 (60%) p=0.8841 p=0.8841
Disease duration (years) * † 12.2+/-6.39 5,6+/-2,50 - p=0,0029 -
Time since DMD onset (years) * 9.58+/-5.58 - - - -
Number of previous DMDs (years) * 1.95+/-1.06 - - - -
Basal ARR * ‡ 0.53+/-0.72
0.94+/-
0.56
- p=0.0621 -
Basal EDSS * 2.63+/-1.59
0.60+/-
0.73
- p<0.0001 -
Number of GdE lesions * 0.38+/-1.03
0.80+/-
1.01
- p< 0.0001 -
GdE lesion volume (cm3) * 0.27+/-0.89
0.42+/-
0.74
- p=0.1237 -
Number of new T2-Weighted lesions 
* ¶
0.45+/-0.99 - - - -
T2-weighted lesion volume (cm3) * 9.52+/-7.17
5.15+/-
4.10
- p=0.1357 -
T1-weighted lesion volume (cm3) * 1.06+/-1.36
0.24+/-
0.41
- p=0.0075 -
ꬸ p<0.05 was considered statistically significant. * The values are the means +/- SD of each group. The p-values were calculated using the Mann-
Whitney test to compare differences between groups and subgroups. ~ The value is the percentage of women in each group and a Chi-square test 
was used to compare two proportions. † Disease duration means the time since the first symptom of MS. ‡ For basal ARR only the last year was 
considered. ¶ Data not available for MS controls due to most of them have a single MRI. 
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surface and intracelular staining
(PMA/Io+BFA)
RNA extraction: From
5 frfrfrfrfrfNEDA and 5 ODA
patients. Transcriptome
sequencing by NGS using
Illumina technologies on an
Illumina HiSeq2500.
Responder vs No Responder 
patients analysis
Bioinformatic analysis:
Differentially expressed genes were obtained using the
Nextpresso pipeline. Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) was conducted to assess the distribution of
underexpressed and overexpressed sets of genes in
relation to pathways and biological process. All basic and
advanced fields were set to default and only those gene
sets significantly enriched at a False Discovery Rate (FDR)
q-values < 0.25 where considered.
As expected, fingolimod reduced significantly the ARR at 1 and 2 years as well as the number of active
lesions and brain volume loss at two years. Through the first year a transitory increase of GdE and T2w
lesions was observed possibly because half of the patients were on treatment with a more effective drug
before study (Natalizumab) (Figure 2).
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As shown in figure 3, NEDA (No evidence of
disease activity) patients had a significantly
higher percentage of NK bright and
plasmablasts than ODA (ongoing disease
activity) patients (p<0,001 for all). These
differences were maintained at 6 months for
NK bright cells. NEDA patients at 1 year were
significantly more resistant to decrease their
percentage of NK bright and LB1 cells and
showed a higher decline of CD8+ T naïve cells,
CD8+CCR4+CCR6+ and Il-2 producing cells
than no-NEDA patients after 6 months of
treatment (p<0,001 for all). These differences
were maintained in the analysis at 2 years but
not did not achieve statistical significance
Statistic analysis:
Mann Whitney tests were used to determine significant
differences between groups and subgroups and the
Wilcoxon signed rank test was used to compare MRI,
clinical and cytometry measures before and after
treatment using correction for multiple comparisons. P-
value <0.001 was considered significant
Differential gene expression between NEDA and ODA patients:
First, the gene expression profile before treatment was compared among patients with good response
(NEDA at 2 years) versus patients with poor response (No NEDA at 2 years). 102 genes showed a
significant difference in expression among the patients, of which, the expression of 35 genes was
significantly higher in patients with good response than those with bad response, while expression of the
other 76 genes was significantly lower in the responder group. In regard to autoimmunity and multiple
sclerosis, we found that 9 genes (FOXP3, AATF, GPI, PSMD9, TNFSF8, IFNG, IL-21, PSMD2 and BATF3) had a
significantly higher expression level in responders than no responders and that another 8 genes (BCL3,
CCR6, C3, LEP and MAPK8IP1) had a significantly lower level (Figure 6-B).
In contrast, only 6 genes were differentially expressed in samples obtained at 6 months. In 3 of them, the
expression was significantly higher in responders (HLADRB6, CECR1 and LCCRC32) compared to no
responder patients.
No differences in lymphocytes subpopulations were found between patients and controls nor between
subgroups based on prior treatment. After treatment, a reduction in percentages of CD3+, CD4+, CD20+,
CD19+, TCM and T naïve, memory B (switched and no-switched), regulatory B cells, NK bright and
cytokine-producing cells (IFN, IL-17 and IL-2) was observed (p<0,001 for all) with a relative increase of
TEM and TEMRA, NK cells, NK dim, NKT, Regulatory T , naïve B, immature B, transitional B, CD5+ B cells,
LB1, and plasmablasts (p<0,001 for all).
Ten lymphocyte subpopulations were selected for
representation by nonparametric multidimensional scaling:
NK bright, NK dim, plasmablasts, IL-2 producing cells, LB1,
CD8 T naïve, memory B cells, switched memory B cells,
CD8+CCR6+CCR4+ and CD4+CCR6+CCR4+ cells.
According to the values of these 10 variables at baseline and
6 months, each patient was located in a 2D representation
and we found that responder patients at 1 year, according to
NEDA and NEDA-4 parameters, were located in a well
differentiated region of space (Figure 4). These 10
subpopulations can be used to predict an adequate response
to fingolimod treatment at 1 year.
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2011 and 2013-2016 respectively), supported by the ISCIII- subdirección General de Evaluación and co-
financed by the Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). The authors wish to thank the donors,
and the Biobank Hospital Universitario Puerta De Hierro Majadahonda (HUPH) / Instituto
De Investigación Sanitaria Puerta De Hierro (IDIPHIM) for the human specimens used in this study.
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Fig 6. Differential gene expression in NEDA vs ODA patients in 0-month sample. 
A: All transcriptome. 
B: Sub-analysis of 500 selected genes related to multiple sclerosis and autoimmunity
Fig 5. Gene modulation of fingolimod in S1P pathway.
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In S1P pathway, NEDA patients had a
greater expression of HRAS, NRAS, RAF1,
MAP2K1, MAPK1 and a lower expression of
KRAS and MAPK3 than ODA patients
suggesting that S1P1-depending apoptosis
and cell survival could play an important
role in the response to fingolimod
treatment (Figure 5).
881 genes were found to be upregulated and 630 down-regulated in response to fingolimod. As
expected, genes related to mechanisms of action of fingolimod such as S1PR1 and CCR7 as well as genes
implicated in inflammatory activity such as TNFSF8, IL2RA, NFATC1 and TNFSF25 were found to be down-
regulated after treatment, while genes related to anti-inflammation or activation of compensatory
mechanisms to S1P-blocking such as S1PR3, RAC1 and SPHK1 were significantly upregulated after
treatment in all patients
GSEA showed that the Rho pathway, the NK cells pathway, and the G protein coupled receptor binding
and signaling pathways achieved a significantly enrichment in response to treatment. The cytokine
activity pathway was significantly enriched after treatment only in patients with bad response to
fingolimod, while the antigen processing and presentation pathway was significantly enriched exclusively
in responder patients before treatment. In differential GSEA according to clinical response, the following
pathways were significantly enriched in patients with a good response to fingolimod: inflammation, NKT,
regulation of cytokine production, adaptive immune response, antigen processing and presentation and
IL27-mediated signaling events, whereas the innate immune response was significantly diminished
(Figure 7).
• A multidimensional analysis of a combination of 10 lymphocyte subpopulations (NK bright, NK dim,
plasmablasts, IL-2 producing cells, LB1, CD8 T naïve, memory B cells, switched memory B cells,
CD8+CCR6+CCR4+ and CD4+CCR6+CCR4+ cells) discriminates patients with a good response and
patients with a bad response and could to be used to design a predictive model.
• Before treatment, FOXP3, AATF, GPI, PSMD9, TNFSF8, IFNG, IL-21, PSMD2 and BATF3 gene expression
levels were significantly higher in responders than no responder patients and BCL3, CCR6, C3, LEP and
MAPK8IP1 had significantly lower levels. That makes them potential biomarkers to predict the clinical
response.
• Enrichment of Rho pathway and NK cells pathway after fingolimod treatment is consistent with a
possible antioxidant effect of the drug and with the relative increase of percentage of NK cells after
treatment.
• The enrichment of the cytokine activity pathway in ODA patients and of the antigen processing and
presentation in NEDA patients indicate that the balance between innate and adaptive immunity could
play an important role in the clinical response to the drug.
• Differential profiles of cytokine and antigen processing pathways before treatment between NEDA
and ODA patients suggest that an immune response in which predominates the adaptive over the
innate response prior to treatment may be a poor prognostic factor.
• More studies with a greater number of patients are necessary to validate a useful predictive model of
response to fingolimod treatment.
Fig 3.
Fig 4.
Fig 2. Clinical and MRI results
Fig 7. 
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Transcriptomic effect of fingolimod on B cell differentiation and survival in 
multiple sclerosis patients and the relationship with NEDA response. Not 
everything is explained by lymphocyte retention.
Introduction and Purpose
Results
Methods
Conclusions
Acknowledgments and disclosure
Fingolimod is a functional sphingosine-1-phosphate antagonist approved for the treatment of MS which
exerts its effect through sequestration of CCR7+ cells into lymph nodes. However, this mechanism does not
explain all changes in the composition of circulating B cells. The serum levels of BAFF, a survival factor for B
cells, have been found elevated in response to fingolimod and it seems to be involved in the expansion of
transitional B cells. In this study, we wanted to investigate the transcriptional effect of fingolimod on genes
related to B cell differentiation and survival, as well as the differential regulation according to clinical
response.
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RRMS patients obtained immediately before and 6 months after starting fingolimod treatment were selected.
All samples were obtained from patients who signed an informed consent, previously approved by the Ethics
Committee of the hospital. Five of them had been classified as responders and five as non-responders
according to NEDA-4 status at 2 years. Samples were also obtained from five healthy controls. The
demographic characteristics of the patients and controls and baseline characteristics of patients are shown in
Table 1.
Flow cytometry:
The follow B subpopulations were determined in all samples: transitional B (CD3–CD19+CD27–
CD24highCD38high), naïve B (CD3–CD19+CD27–IgM+), switched memory B (CD3–CD19+CD27+IgM–), non-
switched memory B (CD3–CD19+CD27+ IgM+), plasmablasts (CD3–CD19+CD24–CD38high) and plasmatic cells
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anti-CD19 APC vio770. The lymphocyte subpopulations were analyzed using a MACSQUANT flow cytometer
(Miltenyi Biotec) and MACSQuantify 2.5 and FlowJo (tree Star) software.
Statistical analysis:
Statistical analysis was performed using Wilcoxon test followed by a multiple comparison test using R
program.
Genes related to the earliest stages of B cells (MME, CD24 or IGHM) and genes related to antibody-producing
cells (CD38, SPN, and SDC1) presented an increase in their expression levels in accordance with the increase
in the percentages of immature, transitional B, plasmablasts and plasmatic cells. In contrast, markers of
mature memory B cells (CD19, MS4A1, CD27, CR2, and IGHD) were down-regulated after 6 months of
treatment in accordance with the reduction in the percentage of both switched and non-switched memory B
cells (Table 2)
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Fingolimod did not induce significant changes at the level of genes related to induction, peptide loading
complex (PLC) or heat shock proteins involved in the assembly of MHC I. Up-regulation of the genes related to
antigen incorporation in the endosomes was observed, but without triggering an increase in protein synthesis
of the MHC II complex, probably due to a down-regulation of the genes encoding the transcription factors RFX5
and CIITA. The genes encoding the MHC II molecules HLA-DOA and HLA-DQA1 were also down-regulated in
response to fingolimod (Figure 3)
• Sequestration of CCR7 + cells in the lymph nodes does not explain all changes in the composition of
subpopulations B
• Despite of the important reduction in the expression levels of the IRF4 and STAT3 genes, the down-
regulation of PAX5 genes resulted in an increase in the expression levels of the genes involved in the final
phases of differentiation to plasma cells and plasmablasts
• Genes that code for the essential transcription factors for the survival of B cells were also down-regulated
in response to treatment (FOXO1, MYC, BCL2, NFKB1, and NFKB2 ) In this study, it was confirmed that
fingolimod induces an increase in BAFF expression levels and surprisingly the APRIL levels were increased
only in responder patients
• Fingolimod induces a downregulation of transcription factors related to synthesis of MHC II.
• More studies are needed to determine new mechanisms of action and their relation to clinical response to
fingolimod
Table 1. Demographic characteristics
Groups Subgroups
Patients
(n=10)
Naive MS 
(n=5)
HC (n=5)
Responder patients
(n=4)
Non-responder patients
(n=6)
Age (years) * 40.3+/-11,06 34,2+/-10,75 32,8+/-6,2 45+/-11,4 37,2+/-10,6
Sex (% of Female) ~ 6 (60%) 3 (60%) 2 (50%) 2 (50%) 4 (67%)
Disease duration (years) * † 11+/-5,96 ꬸ 4,6+/-2,79ꬸ - 15,7+/-4,99ꬸ 7,83+/-4,35ꬸ
Time since DMT onset (years) * 9,4+/-6,04 - - 14,25+/-4,99ꬸ 6,17+/-4,4ꬸ
Number of previous DMTs (years) * 2+/-0,94 - - 2,5+/-0,6 1,7+/-1,03
Basal ARR * ‡ 0.70+/-0.82 1+/-0.70 - 0+/-0ꬸ 1,16+/-0,75ꬸ
Basal EDSS * 2,25+/-1,7ꬸ 0,7+/-0,67ꬸ - 2,62+/-2,28 2+/-1,26
Number of GdE lesions * 0.1+/-0.31 ꬸ 0.8+/-0.83 ꬸ - 0+/-0 1,16+/-0,40
GdE lesion volume (cm3) * 0.036+/-0.11 0.21+/-0.24 - 0+/-0 0,06+/-0,14
Number of new T2-Weighted lesions * ¶ 0,1+/-0,31 - - 0+/-0 0,16+/-0,40
T2-weighted lesion volume (cm3) * 7,29+/-6,86 7,21+/-4,39 - 8,84+/-10,21 6,25+/-4,36
T1-weighted lesion volume (cm3) * 0,81+/-1,04 0,50+/-0,51 - 1,21+/-1,5 0,55+/-0,68
Table 1. Demographic characteristics of patients and control subjects
* The values are the mean +/- SD of each group. ꬸ Significant differences between groups or subgroups. A p-value <0.05 was considered
statistically significant. The p-values were calculated using the Mann-Whitney test for differences between groups (Patients vs Naïve MS
and Patients vs HC) and subgroups (responder vs non-responder). ~ The value is the percentage of women in each group, and a Chi-
square test was used to compare two proportions. † Disease duration means the time since the first symptom of multiple sclerosis (MS).
‡ For basal ARR, only the last year was considered. ¶ Data not available for MS controls, as most of them, had a single magnetic
resonance imaging (MRI). As expected, naïve MS patients showed a significantly shorter disease duration and lesser EDSS and MRI
activity than study patients. Responder patients had a lesser basal ARR and shorter treatment time with DMTs.
RNA-seq:
Transcriptome sequencing by next-generation
technologies (RNA-seq) was performed in all samples
using an Illumina HiSeq2500 by following the
manufacturer's protocols. Reads were aligned to the
human genome (GRCh38/hg38) using STAR and
Samtools 0.1.19.0, and transcript assembly,
abundance estimation and differential expression
were calculated with DESeq2. To investigate how
specific pathways related to B cells were modulated
by fingolimod therapy, we used the models from the
Wikipaths platform and drew the differential
regulation between pre and post-treatment using the
PathVisio program.
Figure 2. Regulation of the signaling pathway of the B lymphocyte receptor and the BAFF and APRIL receptors in relation to B cell survival and differentiation.
* Genes with statistical differences between responders and non-responders. The pathway "BCR signaling pathway" of wikipaths was adapted from the review of the literature and the PathVisio program was used for the drawing.
Table 2. Expression of surface markers according to the different stages of B cell differentiation and fingolimod effect
B SUB-POPULATION
SURFACE MARKERS % OF B LYMPHOCYTES
CD10 CD34 CD23 CD24 IgM CD38 CD22 CD19 CD20 CD21 CD27 IgD CD138 CD43 Pre-treatment Post-treatment Fold change p-value
3,33+/-1,58 5,73+/-2,95Immature B ++ - - + + + - + + - - -/low - - 1,72 <0.001
Transitional 1 ++ ++ + ++ +++ +++ - + + + - - - - 3,02+/-2,68 10,38+/-6,36 3,20 <0.001
Transitional 2 ++ ++ + ++ +++ +++ - + + + - +/low - - 3,02+/-2,68 10,638+/-6,3 3,20 <0.001
Follicular B + - + low + low + + + + - - - - 64,5+/-10,06 81,2+/-7,61 1,25 <0.001
Marginal B - - - + + low + + + + + - - - 64,5+/-10,06 81,2+/-7,61 1,25 <0.001
Naïve B - - - -/low +/low +/low + ++ ++ ++ - + - - 64,5+/-10,06 81,2+/-7,61 1,25 <0.001
Switched Memory B - - - - - - - ++ ++ ++ + - - - 14,58+/-7,29 6,17+/-5,2 -2,36 <0.001
No Switched Memory B - - - - + - - ++ ++ ++ + + - - 12,04+/-4,96 5,47+/-2,75 -2,20 <0.001
Plasmablasts - - - - - +++ - +/low - - ++ - -/low - 2,93+/-1,45 6,7+/-3,92 2,28 <0.001
Plasmatic cells - - - - +++ - +/low - - ++ - ++ + 14,7+/-13,46 15,77+/-12,76 1,07 ns
REGULATION OF GENES BY FINGOLIMOD
MME CD34 FCER2 CD24 IGHM CD38 CD22 CD19 MS4A1 CR2 CD27 IGHD SDC1 SPN
baseMean 61,29 1,02 43,96 58,07 3614,84 117,20 783,13 116,11 746,66 157,37 86,13 80,82 7,33 289,91
log2FoldChange 2,3962 0,4474 -0,2511 1,2467 0,7704 1,2335 -1,4792 -2,7211 -2,5562 -3,0056 -2,2724 -2,2957 0,9259 0,8484
p-value adj 6,94E-04 ns ns 1,69E-20 1,23E-03 6,23E-03 7,82E-07 1,18E-13 2,01E-09 2,23E-25 9,62E-17 2,00E-05 2,85E-02 2,43E-03
Despite the downregulation of the transcription factors involved in differentiation to antibody-producing cells
(IRF4 and STAT3), the loss of inhibition of the PRDM1 and XBP1 –essential genes for the differentiation to
plasma cells-, due to down-regulation of the PAX5 and BACH2 genes, biased the differentiation toward
plasma cells but not toward memory B cells after 6 months of treatment. The transcription factors MYC and
FOXO1, and genes that code for the BCL2 family proteins (involved in anti-apoptotic processes of B
lymphocytes) were down-regulated in response to fingolimod. Both BCR signaling and the receptors for BAFF
and APRIL in B lymphocytes are involved in cell survival through the transcription factors NFKB1, NFKB2, REL,
and RELA. All the genes that code for these transcription factors were downregulated after treatment with
fingolimod. The APRIL gene was up-regulated in responder patients only, whereas the gene of its BCMA
receptor was down-regulated only in non-responders (Figure 2).
Fingolimod produced a decrease in the number of CD19+ B lymphocytes (from 26.6+/-8.8% to 11.5+/-6.6%
of lymphocytes) by a decrease in the number of both B switched and non-switched memory B cells with a
relative increase of the percentages of naive B, immature B, transitional B cells and plasmablasts. The
redistribution of B sub-populations is shown in figure 1.
Fig 1. Gating strategy and effect of fingolimod in B lymphocytes
A and B. Pre-treatment (A) and post-treatment (B) sample data from a control are shown. (a) The lymphocyte population was gated on a forward scatter (FSC)/side scatter (SSC) plot. (b) Live lymphocytes were further gated by
4ʹ,6-diamidine-2ʹ-phenylindole dihydrochloride (DAPI) and by the fluorescent reactive dye from the LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kit (Termo Fisher Scientific Inc.) (c) Live lymphocytes were then further gated to determine CD3-
CD19+ cells. (d) Naïve B cells: IgM + CD27-; Switched memory B cells: IgM - CD27+ and non-switched memory B cells: IgM + CD27+ from CD3-CD19+ cells. (e) CD27 – and CD27+ cells from CD3-CD19+ cells (f) Transitional B cells:
CD24highCD38high from CD19+CD27– (g) Regulatory B cells: CD24high CD38int from CD19+CD27+. (h) IgM – and IgM+ cells from CD3-CD19+ CD27+ cells. (i) Plasmablasts: CD24–CD38high cells from CD3-CD19+CD27+IgM- (j) Plasmatic cells:
CD27+CD138+ cells from CD3-CD19+.
C. The number of B lymphocytes and subpopulations (count over 100.000 cells) pre and post-treatment. D. Percentage of B lymphocytes subpopulations of the total of B lymphocytes pre and pos-treatment.
Figure 3. Regulation of the signaling pathway related to antigenic presentation.
* Genes with statistical differences between responders and non-responders. The pathway “Antigenic presentation" of wikipaths was adapted from the review of the literature and the PathVisio program was used for the drawing.
Table 2. Different subpopulations are shown with a green color gradient from the most immature to the most differentiate B cells (plasmatic cells) found in peripheral blood. The surface expression of the different markers in each
subpopulation is shown from absent (-) to high expression (+++) (left). The percentages +/- SD of each subpopulation of B lymphocytes in are shown for pre and post-treatment as well as the fold change and statistical significance. The
fold change describes how much the percentage changes going from the pre-treatment value to the post-treatment value (positive=red and negative=blue). A p-value<0,001 was considered significative (right). BaseMean,
log2FoldChange and adjusted p-value for genes related to surface markers of immature and mature B cells in response to fingolimod (down).
Gene Log2FC p-val adj
IRF4 -1,2286488 3,57E-40
MYC -2,2636169 1,05E-25
CR2 -3,0056036 2,23E-25
TNFRSF13C -2,206771 3,18E-18
STAT3 -0,7967266 7,95E-18
FOXO1 -0,9090667 1,22E-17
CD40LG -2,5022464 4,64E-16
TNFRSF13B -2,718531 4,04E-14
PAX5 -2,3455159 1,46E-10
CD79A -2,3032961 1,57E-10
MAPK3 2,62939289 1,72E-10
CD40 -1,8994547 1,83E-10
NFATC1 -1,0672744 7,76E-10
BACH2 -0,8677957 5,12E-09
BCL2 -0,8314053 7,16E-07
IL10 1,18999066 7,37E-07
TNFSF13B 2,13601213 3,24E-06
IL21 -2,2042688 7,56E-06
BCL2A1 -0,5037832 0,00022483
IL2 -1,7790195 0,00100701
NFKB1 -0,3461825 0,00337915
IL5 -1,8308165 0,00476733
RELA 0,27244081 0,00593263
IL4 -1,4722158 0,01729789
NFKB2 -0,338913 0,0192228
PRDM1 0,61968329 0,02721527
TNFRSF17 -1,9069013 0,01040652
XBP1 0,1164751 0,19340568
REL -0,2260563 0,37884837
TNFSF13 -0,0116982 0,9880652
IKBKE -0,0077256 0,98921966
Gene Log2FC p-val adj
RFX5 -1,1649083 1,33E-15
LGMN 1,93336817 9,64E-08
CTSL 1,93952268 1,17E-07
CTSB 1,66871376 1,75E-07
IFI30 1,45673832 2,97E-05
HLA-DOA -1,2305612 7,07E-05
CTSS 1,29347678 0,00018908
CIITA -0,808991 0,0120391
HLA-DQA1 -0,8161482 0,01246623
